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RESUMEN

El estudio de la fitoquimica de las plantas siempre ha sido de gran interés
para el ser humano, y mas aun en un mundo tan cambiante como el nuestro.
En esta investigacion se estudiaron las propiedades de Ruellia tuberosa L.
por tanto el objetivo que orienta este trabajo fue: Realizar el tamizaje
fitoquimico y la evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de la hojas, tallos y raices de Ruellia tuberosa L. La metodologia se
enfocO en un tipo de investigacion evaluativa, pues se determinaron los
metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de las hojas,
tallos y raices; en cuanto al disefio este fue de campo y laboratorio, este
ultimo con el fin de realizar los analisis respectivos en la planta. El tamizaje
fitoquimico se realizé mediante pruebas cualitativas para la determinacion de
los metabolitos y la evaluacion de la actividad antibacteriana se realizd
usando el método de difusién de agar Kirby-Bauer en pozo modificado. Los
resultados obtenidos revelaron en el tamizaje fitoquimico la presencia de
glucésidos cardiotonicos, fenoles y carbohidratos en todos los extractos de la
planta. Asimismo los extractos etandlicos de hojas y tallos resultaron
positivos para esteroides, y los extractos etandlicos de hojas y raices
resultaron positivos para flavonoides. En cuanto a la actividad antibacteriana
los extractos de los tallos y raices exhibieron actividad moderada frente a E.
faecalis.

Palabras Clave: Tamizaje Fitoquimico; Actividad Antibacteriana; Extractos
Etandlicos; Ruellia tuberosa L
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INTRODUCCION

La medicina tradicional est4 presente en todas las culturas del mundo, la
cual se define como el conjunto de todos los conocimientos y practicas
usadas en la prevencion, diagnostico y eliminacion de desequilibrios fisicos,
mentales o sociales, este conocimiento fue transmitido de generacién en
generacion de forma oral y escrita, las plantas han sido usadas como
medicina alrededor del mundo por milenios: éstas fueron la medicina original

en todas las culturas y en las civilizaciones méas grandes (Cruz y Lopez, s/f).

Por tanto, el hombre desde su surgimiento creo las condiciones para vivir
mejor, atenuar enfermedades y mejorar la calidad de vida. Pero no es en
este siglo donde se utilizaron por primera vez las plantas con el fin de curar
afecciones. El interés por la medicina tradicional, que incluye terapias con
medicacion basada en hierbas, se ha incrementado considerablemente, por
lo que se ha tomado la decision de ocuparse de las formas tradicionales de
medicina y explorar las posibilidades de utilizarlas en la atencion primaria de

salud (Escalona, Tase, Estrada y Almaguer, 2015).

Pérez (2008) explica que las plantas "... contienen en algunos de sus
organos, principios activos, los cuales, administrados en dosis suficientes
producen efectos curativos en las enfermedades de los hombres™. También
afirma que se calcula que de las 260.000 especies de plantas que se
conocen en la actualidad el 10% se puede considerar medicinales, es decir
gue ciertos componentes de estas plantas ejerceran una accién
farmacoldgica sobre el ser humano. Cabe destacar, que estos principios

activos pueden ser sustancias simples o bien mezclas complejas.

Por otra parte, existen diversas investigaciones sobre plantas en busca de
sustancias con actividad antimicrobiana que sean utiles al hombre, con el fin

de inhibir las diferentes formas de resistencia que han adquirido los
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microorganismos. Se ha demostrado que algunas plantas contienen
principios activos con actividad antimicrobiana entre los cuales se encuentran
alcaloides, esteroides, taninos, flavonoides, quinonas, terpenoides, entre
otros (Suarez, 2009).

En los ultimos afios ha surgido un notable crecimiento del interés por los
fitomedicamentos, lo que no se limita solo, a los paises en desarrollo y
mercados nacionales e internacionales, sino que las autoridades sanitarias y
la opinién publica se han interesado por la inocuidad y la calidad de estos
medicamentos. El 80 % de la poblacién mundial, mas de cuatro mil millones
de personas, utiliza las plantas como principal remedio medicinal, segun
sefala la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2004).

En funcidbn de lo expuesto anteriormente, en el presente trabajo de
investigacion se realiz0 el tamizaje fitoquimico y se evalué actividad
antibacteriana de los extractos etanolicos de hojas, tallos y raices de Ruellia

tuberosa L., recolectada en la localidad de Guasdualito-Estado-Apure.

El proceso metodolégico que se desarrolld consistié en la obtencion de
los extractos crudos de Ruellia tuberosa L., la ejecucion del tamizaje
fitoquimico y la evaluacién de la actividad antibacteriana por medio del

método el método de difusion de agar (Kirby — Bauer) en pozo modificado.

Este trabajo esta estructurado por cinco Capitulos:

Capitulo I, ElI Problema: que engloba, planteamiento del problema,
formulacion del problema, justificacién de la investigacién, objetivos de la
investigacion, asi como también alcances y limitaciones de la Investigacion.

Capitulo Il, Marco Tedrico: que presenta, trabajos previos, bases tedricas,
antecedentes historicos, definicion de términos, sistema de variables,
ademas la operacionalizacion de variables y el sistema de hipoétesis.

Capitulo Ill, Marco Metodoldgico: que explica, enfoque de la investigacion,

tipo de investigacion, disefio de investigacion, poblacion y muestra,
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instrumento de recoleccion de datos, procedimientos o metodologia y el
disefio de andlisis.

Capitulo VI, Resultados y Discusiones.

Capitulo V, Conclusiones y Recomendaciones.
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CAPITULO |
EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La situacion de las enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes
en las Américas es extremadamente seria, pues existe un numero elevado
de enfermedades infecciosas, entre ellas merecen una mencion especial, el
céblera, que penetrd en las Américas a través de Perd y produjo una epidemia
en el pais que se extendié a todos los paises de la region excepto Uruguay
en Sudameérica y los paises del Caribe (Riverén, 2002). El colera, a pesar de
gue se puede prevenir y tratar facilmente, mata anualmente a cerca de
100.000 personas en comunidades que sufren también el azote de la
pobreza y los conflictos armados (OMS, 2018).

Entre las principales enfermedades emergentes y reemergentes que son
actualmente motivo de alarma en la region figuran la enfermedad de Lyme, la
diarrea por criptosporidiosis y la afeccion causada por Escherichia coli en los
Estados Unidos; el dengue y la fiebre amarilla en el Brasil; la malaria
farmacorresistente por Plasmodium falciparum en algunas zonas de la
cuenca amazonica y las infecciones por hantavirus en el Cono Sur. También
es de gran preocupacion la resistencia generalizada de varias especies
bacterianas a los antibiéticos, como en el caso del agente causal de la

tuberculosis (Panam, 2000).

La farmacoresistencia de algunos microorganismos, que en determinados
casos se intensifica paulatinamente, menoscaba gravemente la lucha contra
enfermedades, que ocasionan, 10 millones de defunciones anuales en el
mundo. El uso irracional o inapropiado de los antibiéticos ha sido el factor
determinante en el surgimiento de cepas bacterianas resistentes (Panam,

2000). Las bacterias resistentes mas frecuentes son Escherichia coli,
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Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, seguidas de Salmonella spp. (Lindmeier, 2018).

Hoy los cientificos, quienes presentan demora a la hora de elaborar
medicamentos alternos para reemplazar a los que han perdido eficacia,
estan buscando un nuevo logro, probando microbios en fuentes tan diversas
como tierra, cuevas y sangre del dragbn de Komodo. Pero a pesar de estos
extraordinarios avances, nos estamos quedando sin antibidticos efectivos.
Las bacterias letales resistentes a la penicilina o a los mas de 100
antibiodticos diferentes que se han desarrollado, ya estan matando a unas

personas cada afio. Si no se combate, la cifra global podria
aumentar a 10 millones al afio para 2050 (Jinks, Lee, Sharland, Rex,
Gertler, Diver y Farrar, 2016).

El hombre sigue buscando en la flora de su habitad compuestos naturales
de forma empirica que ayuden con sus aflicciones, todo esto por sus
conocimientos ancestrales y que en la actualidad la explotacién de la misma
continua, ya que existe un numeroso grupo de plantas sin explorar lo que
genera un recurso bastante importante en cuanto a principios activos y la
utilidad de los mismos. Dadas las complicaciones mundiales que estan
teniendo los productos sintéticos medicinales, por las reacciones adversas
gue provocan en los pacientes, sumado a la contaminacién que genera su
fabricacion, el personal de la salud acude cada vez con mas frecuencia a los
productos naturales para enfrentar los problemas que requiere el combate de
las enfermedades que atacan a las diferentes poblaciones del mundo

(Guerra, Cabrera, Sanchez y Aimeida, 2011).

Petunia silvestre (Ruellia tuberosa L.), cracker plant en inglés, es una
planta silvestre muy vistosa y abundante. Florece profusamente durante casi
todo el afio, y como se reproduce con facilidad por medio de semillas, llega a

formar macizos naturales muy hermosos con flores de varios tonos violaceos.
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Esta pequefia y maravillosa planta también posee numerosas propiedades
medicinales en sus hojas y raices, tales como antiinflamatoria, antibi6tico
natural, previene problemas de prostata y se bebe como infusion para la
diabetes (Telma, 2011). Es llamada comiunmente, ademas de yuquilla, raiz
de Barreto, oreja de ratén, peonilla, escopetilla, explota-plota y se puede

decir que la llaman mas o menos de otras treinta maneras.

El uso tradicional de las plantas por comunidades indigenas, tiene una
validez indudable toda vez que el conocimiento se ha transmitido de
generacion en generacion sin influencias externas. Pero en la actualidad, con
el incremento en las comunicaciones, vialidad e intercambio cultural,
tenemos el deber de validar los usos tradicionales urbanos, mediante el
analisis profundo de la composicibn quimica de la planta, su actividad
biologica, su posible toxicidad, sin olvidar la correcta identificacion de la
planta (Ciangherotti, Maldonado, Orsini, Perdomo, Alvarez, Salazar e Israel,
2013).

En funcién de lo descrito anteriormente, en este trabajo de investigacion
se pretende aportar y ampliar un poco mas la informacion que tenemos sobre
las plantas medicinales, especificamente sobre Ruellia tuberosa L., por
ejemplo: Carlos Ciangherotti y cols, (2013), Farmacéutico y PhD en
Farmacologia nos comparte informacion de Ruellia tuberosa L. enfocada en
la raiz de la planta, mientras que por otra parte los Doctores: Carlos Enrique
Beltran Villanueva, Dr. Fredyc Diaz Castillo, Dr. Harold Gomez Estrada
(2013) realizaron sus estudios sobre las hojas de la planta. Sin duda alguna
la planta posee compuestos activos en diferentes partes, pero los beneficios
serian mas amplios si incluyeran en estas investigaciones el tallo; para lo
cual es recomendable el tamizaje fitoquimico, como una herramienta en la
investigacion del tipo de metabolitos secundarios que se encuentran en la

planta.
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En esta investigacion se evalu6 la actividad antibacteriana y se determiné
la composicion quimica de las hojas, tallos y raices de Ruellia tuberosa L.
recolectadas en la localidad de Guasdualito en el Estado Apure — Venezuela.

Justificacion de la investigacion

El estudio de la fitoquimica de las plantas siempre ha sido de gran interés
para el ser humano, y mas aun en un mundo tan cambiante como el nuestro,
si se hace una revision bibliografica encontramos registros de plantas con
propiedades medicinales o mejor dicho con principios activos desde antes de
cristo. Sin embargo, hoy dia Ruellia tuberosa L. es una planta muy conocida
no solo por su parte ornamental, sino por sus propiedades medicinales para
diferentes patologias que pueda padecer el ser humano (Ciangherotti y cols,
2013).

En virtud de lo antes planteado, la presente investigacion se justifica
porque se realizara el tamizaje fitoquimico y se evaluara la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de las hojas, tallos y raices de Ruellia
tuberosa L., puesto que en los antecedentes encontrados se realiza actividad

antibacteriana con extractos de otros alcoholes solamente en hojas y raices.

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, esta investigacion se justifica
desde dos perspectivas (tedrica y metodoldgica). Desde la perspectiva
tedrica, la investigacion permitirA corroborar teorias sobre el tamizaje
fitoquimico y actividad antibacteriana sobre Ruellia tuberosa L., las cuales
serviran para otras investigaciones y para aportar solucion a los problemas
bacteriol6gicos y posibles usos medicinales a partir de los datos que se
presenten. En el mismo orden de ideas, metodolégicamente, el disefio

empleado para obtener los datos sobre el problema en estudio, servira de
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base para futuras investigaciones no solo para el estudio de plantas sino en

otras areas investigativas especialmente en el area de la medicina.

Objetivos de lainvestigacion

Objetivo general

Realizar el tamizaje fitoquimico y evaluar la actividad antibacteriana del
extracto etanolico de la hojas, tallos y raices de Ruellia tuberosa L.
recolectada en la poblacion de Guasdualito, del Estado Apure - Venezuela,
en el Instituto de Investigaciones Dr. Alfredo Nicolas Usubillaga del Hierro de
la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, desde
enero 2019 hasta junio 2019.

Objetivos especificos

e Determinar cuantitativamente por medio del tamizaje fitoquimico la
presencia de metabolitos secundarios en Ruellia tuberosa L.

e Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas,
tallos y raices por medio del método de difusién de agar Kirby-Bauer

en pozo modificado.
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Alcances y Limitaciones

Alcances

Hernandez, Fernandez y Baptista (2014), plantean que “el alcance de una
investigacion no se debe pensar en una tipologia, ya que mas que una
clasificacion, lo Unico que indica dicho alcance es el resultado que se espera
obtener del estudio”. (p. 85). En tal sentido, se presenta un alcance
descriptivo puesto que se pretende determinar los metabolitos secundarios
gue posee Ruellia tuberosa L. asi como también evaluar la actividad
antibacteriana de los mismos. Tales alcances se obtuvieron desde enero
hasta junio 2019.

Limitaciones

Hernandez y cols, (2014) senalaron que las limitaciones de una
investigacion pueden ser técnicas, tedricas y de recursos econdmicos. Para
esta investigacion una de las limitantes es la escasa informacion sobre las
propiedades antibacterianas y tamizaje fitoquimico de la Ruellia tuberosa L.,
puesto que son muy pocas las investigaciones que se han realizado sobre
ella. Por otro lado, como factor externo a la investigacion resultd una
limitante, los problemas de cortes de energia eléctrica en el pais, lo cual
dificulté la culminacion de la fase experimental con los extractos etanolicos

de la planta y darle fin a la parte escrita de dicha investigacion.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

TRABAJOS PREVIOS

Ciangherotti, C., Cegarra, J., Usubillaga, A., Rodriguez, M., Bermudez, J.,
Mata, R. & Israel, A. (2016) presentaron un trabajo titulado: Evaluacion
fitoquimica preliminar y actividad hipoglicemiante aguda del extracto acuoso
de la raiz de Ruellia tuberosa L. en ratas con diabetes experimental. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el perfil fitoquimico preliminar y el
contenido de polifenoles totales del extracto de Ruellia tuberosa L., asi como
también sus efectos agudos sobre la glicemia en ratas diabéticas. El analisis
fitoquimico preliminar fue realizado tanto por cromatografia de capa fina
(TLC) como por reacciones en solucion. El andlisis fitoquimico del Ruellia
tuberosa L. mostro la posible presencia de flavonoides en TLC y en la prueba
con solucién de amonio. También se observo la presencia de compuestos
fendlicos en TLC. Las soluciones acuosas de Ruellia tuberosa L. no
produjeron espuma por lo que descartaron la presencia de saponinas.
Asimismo, no fue determinada la presencia de terpenos, glicésidos
cardiacos, alcaloides, taninos, resinas, antraquinonas Yy estilbenos.
Concluyeron que el extracto de la raiz tiene un importante contenido de
compuestos fendlicos que se acerca a la validacion del uso tradicional de la

planta.

Por otro lado, Samy, M., Sugimoto, S., Matsunami, K., Otsuka, H. &
Kamel, M. (2015) reportan en el género Ruellia la presencia de flavonoides,
lignanos, glicésidos fendlicos, megastigmano glicésidos y esteroles. De
Ruellia tuberosa L. se han aislado: B-sitosterol, estigmasterol, campesterol,

lupeol, betulinol, alcaloides (indol-3-carboxialdehido), flavonoides (apigenin-
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7-O-glucosido), ligninas (lioniresinol-3a-O-B3-D-glucopiranosido) y fenoles
(siringina). Asi  mismo, informan sobre las mditiples actividades
farmacoldgicas y bioldgicas del género Ruellia, tales como curaciones de
heridas, efectos cardiotonicos, antihiperglucémicos, antioxidantes,
antimicrobianos, antibacterianas, anticancerigeno, antinociceptivo,

antiinflamatorio, citotéxico y gastroprotectores.

De la misma forma el tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de las hojas
de R. tuberosa L. resulté positivo para taninos, flavonoides, saponinas,

triterpenos/esteroides y quinonas (Beltran y cols, 2013).

Con respecto a la actividad antibacteriana de R. tuberosa L. se encontré
gue a través del método de difusion en disco el extracto acuoso de toda la
planta a una concentracion de 100 mg/mL inhibi60 el crecimiento de
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus spp,
Serratia spp, Bacillus spp y Shigella sonnei (Arirudran, Saraswathy y
Krishnamurthy, 2011). Asi mismo, el extracto metandlico de la raiz de
R. tuberosa L. a una concentracion de 25 pg/ul presentd buena actividad
frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Kader, Parvin, Chowduri
y Haque, 2012).

ANTECEDENTES HISTORICOS

Al hacer revision bibliografica se encuentran diferencias entre los maltiples
textos historicos sobre el origen de la curacion por medio de plantas. La
verdad es que entre los primeros pobladores que se beneficiaron con las
plantas estan los asiaticos, por ejemplo China. Mas tarde, lo hicieron los
pueblos egipcios y hebreos, asi como griegos y romanos. Las primeras
descripciones de plantas medicinales surgen en los trabajos de Hipocrates,

Teofrasto, Galeno y Celso, entre otros (Martinez, 2005).

11
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Entre los tantos usos terapéuticos que se le han atribuido a las plantas,
tenemos la manera de combatir gérmenes capaces de dar origen a diversas
enfermedades Borghi (2012), cita a Kilham Chris, de Medicine Hunte, quien
plantea que las plantas pueden ayudar a combatir los gérmenes de dos
maneras: uno, pueden reforzar el sistema inmunolégico. Y dos, algunas

hierbas pueden incluso matar a los gérmenes de forma absoluta.

Desde el descubrimiento de los primeros antibiéticos, los
microorganismos han sido capaces de evadir su accion; es por esta razon
gue la salud se ve afectada negativamente, pues las bacterias se vuelven
resistentes a los antibidticos. Los gérmenes también evolucionan, aparecen
nuevos y antiguos microbios resistentes a los antibioticos. Durante los 4
millones de prehistoria las infecciones humanas fueron infrecuentes porque
el hombre primitivo (hace 10.000 afios) vivia aislado y sin animales cerca, lo
gue evitaba la diseminacion de las infecciones. Las poblaciones crecieron y
domesticaron animales favoreciendo la aparicion de epidemias, con la
colaboracion de la falta de higiene y reduccion en la inmunocompetencia por
dietas hipocaldricas e hipoproteicas, asi, las infecciones se convirtieron en
limitantes del tamafio poblacional, permitiendo las diseminaciones de
tifoidea, colera, lepra, influenza, tuberculosis, entre otros (Cabrera, Gomez y
Zuiiigan, 2007).

Uno de los primeros reportes sobre Ruellia tuberosa L. data de 1986,
donde Urtiaga en el libro indice de enfermedades en plantas de Venezuela y
Cuba, le atribuye propiedades diuréticas, purgantes y eméticas, mientras que
sus raices eran utilizadas para combatir fiebres, tos ferina, neumonia y

peritonitis.

12
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BASES TEORICAS

Aspectos generales de la familia Acanthaceae

Caracteristicas boténicas

La familia Acanthaceae en Venezuela se encuentra representada por plantas
generalmente herbaceas, anuales o perennes, algunas lianas, a veces
arbustivas, raro arboles. Sus tallos herbaceos o lefiosos geniculados erectos
a veces volubles, glabros o pubescentes, cilindricos y angulosos. Sus hojas
son opuestas y decusadas, simples y exestipuladas. Sus flores son perfectas
desde actinomorfas hasta zigomorfas, generalmente bracteadas y con
bractéolas, a veces de vivos colores. Flores aisladas o en racimos, espigas o
en racimos de cimas. Su caliz persistente, y su fruto una capsula loculicida
(drupa en algunos géneros), a menudo dedehiscencia elastica, con valvas
gue se arquean y con jaculatores (retinaculos) (Hokche, Berry y Huber,
2008).

Distribucion geogréfica

Principalmente nativas de los trépicos, aunque algunas se extienden a las
regiones templadas. Los grandes centros de dispersion son Indomalasia,

Africa, Brasil y América central (Figura 1).

Figura 1. Distribucion y habitat de la familia Acanthaceae.
Fuente: «Laboratorio de sistematica de plantas vasculares» Por M. Bonifacino, M. Rosado, y
A. Souza, 2017, Uruguay.
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Género Ruellia

Ruellia es un género de plantas con flores que pertenece a la
familia Acanthaceae. Son hierbas perennes o arbustos. Con hojas elipticas,
ovadas, ovado-lanceoladas, obovadas u oblongo-espatuladas, apice
acuminado u obtuso, base atenuada o aguda, los margenes enteros,
undulados, crenados o dentados. Inflorescencias de varias formas,
terminales o axilares, o las flores solitarias, éstas frecuentemente grandes y
vistosas, regulares, a veces curvadas, pediceladas o sésiles; corola
generalmente infundibuliforme, azulada, blanca, amarilla o roja, el tubo
generalmente angosto y la porcion ensanchada frecuentemente
campanulada. Sus frutos pueden ser claviformes, elipticos o cilindricos
(Hokche y cols, 2008).

A continuacion se presentan las especies del genero Ruellia L. en

Venezuela.

Tabla 1: Especies del género Ruellia L.
R. asema R. macrophylla
R. bolivarensis R. malaca
R. brittoniana R. menthoides
R. carmenaemiliae R. paniculata
R. ciliatiflora R. pterocaulon
R. delascioi R. pulverulenta
R. erythropus R. saeri
R. exostemma R. salmenoresis
R. fulgida R. sprucei
R. geminoflora R. steyermarkii
R. humboldtiana R. tuberosa
R. inundata R. tubiflora
R. liesneri R. wurdackii

Fuente: Hokche y cols, 2008.

14


https://es.wikipedia.org/wiki/Acanthaceae

Tamizaje Fitoquimico y Evaluacion de la Actividad Antibacteriana de

los Extractos Etandlicos de hojas, tallos y raices de Ruellia tuberosa L. [2019]

Ruellia tuberosa L.
Caracteristicas botanicas

La Ruellia tuberosa L. es una especie de planta herbacea perteneciente a la
familia Acanthaceae, originaria de Jamaica, que se conoce en Venezuela con
en nombre de yuquilla, en alusion a sus raices fibrosas, que semejan en

pequefa escala al conocido tubérculo.

Sus flores son de color azul-morado, con cinco l6bulos redondeados, que
suelen engalanar a esta hierba durante casi todo el afio (Figura 2). Su fruto
es una capsula de unos 20 milimetros de longitud, con mas de 20 semillas,
gue explotan cuando estas estan en contacto con la humedad, crece en
forma silvestre en matorrales xerofiticos con poca lluvia, en todo el Caribe,
México, Ameérica Central y América del sur (Guyana, Surinam, Venezuela,
Colombia, Pert). También se encuentra en sudeste de Asia, Africa, India y
Pakistan (Ciangherotti y cols, 2013).

El género Ruellia L. comprende alrededor de 150 especies nativas del
tropico y templado Norte y Sur de América. En Venezuela existen 26

especies del género (Cabrera, 2005).

Su nombre cientifico viene de: el género Ruellia L., que fue nombrado en
honor de Jean Ruelle, herborista y médico de Francisco | de Francia y
traductor de varios trabajos de Dioscoérides y su especie tuberosa es un
epiteto latino que significa "tubular". Se conoce vulgarmente como:

- Yuca de puerco (Islas de Provincia y Santa Catalina — Colombia)

- Triquitraque (Mariquita - Colombia)

- Copia lilo (Santa Marta- Colombia)

- Wild cassava (Islas de Provincia y Santa Catalina - Colombia).

- Yuquilla - Explota — explota (Apure — Venezuela) (Cabrera, 2005).
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Figura 2: Hojas, tallos y raices de Ruellia tuberosa L.
Fuente: Autor

Distribucion geografica en Venezuela de Ruellia tuberosa L.

Este tipo de plantas es mas frecuentes en habitad calidos; en Venezuela
se encuentra a lo largo de todo el territorio nacional, como se muestra en la
Figura 3 (Amazonas, Anzoategui, Apure, Aragua, Bolivar, Carabobo, Delta-
Amacuro, Distrito-Federal, Falcon, Guarico, Lara, Mérida, Miranda, Monagas,
Nueva Esparta, Portuguesa, Sucre, Tachira, Trujillo y Zulia) (Hokche y cols,
2008).

Figura 3. Distribucion Geogréfica de Ruellia tuberosa L.
Fuente: Autor
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Clasificacién taxonémica

Tabla 2: Clasificacion taxondémica de Ruellia tuberosa L.

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales

Familia Acanthaceae

Genero Ruellia L.

Especie Ruellia tuberosa L.

Fuente: «Nuevo catalogo de la flora vascular de Venezuela» por Hokche y cols, 2008.
Venezuela.

Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas
iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite determinar
cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en una plantay a
partir de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para
el aislamiento de los grupos de mayor interés. El tamizaje fitoquimico
consiste en la extraccion de la planta con solventes apropiados y la
aplicacion de reacciones de cambios de color y aparicion de precipitados.
Este tiene como proposito la evaluacion rapida, con reacciones sensibles,
reproducibles y de bajo costo. Los resultados del tamizaje fitoquimico
constituyen Unicamente una orientacion y debe de interpretarse en conjunto

con los resultados del screening farmacolégico (Palacios, s/f).

Extractos

Son preparaciones concentradas de consistencia liquida, solidas o
intermedias, obtenidas de materia vegetal o animal. Se prepara bien sea por
maceracion, percolacién u otros métodos con el uso de etanol u otros
solventes (Barbé, 2001).
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Técnica para la obtencidén de extractos

Para Barbé (2001), la obtencién de los extractos puede realizarse por:

Percolacion: para ello, debe reducirse la materia a fragmentos de
tamafno adecuado, debe mezclarse a fondo con una parte del
disolvente elegido y dejarse en reposo durante un tiempo
determinado. Posteriormente es llevado a un percolador y finalmente
el residuo puede prensarse y el liquido exprimido puede reunirse con
el percolado.

Maceracion: consiste en mezclar a fondo con el disolvente extractivo,
dejar reposar en un envase cerrado durante algun tiempo
determinado, luego se separa el residuo del liquido extractivo. La
concentracion de los extractos se realizara generalmente a baja

presién y a una temperatura adecuada.

Metabolitos Secundarios

Son moléculas organicas que no cumplen ningun rol fisiolégico en los

vegetales en su crecimiento y el desarrollo, aunque en los ultimos tiempos se

ha considerado el hecho de que si cumplen alguna funcion en la planta, por

ejemplo: proteccion frente a la agresion de algunos microorganismos.

Generalmente se encuentran en cantidades relativamente pequefias y su

produccion puede ser extendida o restringida a familias, géneros, o especies

particulares (Palacios, 2013).

La clasificacion de los metabolitos secundarios puede hacerse de acuerdo

con su estructura, a su bioformacion, a la fuente de produccion o a su accién

biolégica. Aparentemente, el criterio mas acertado es aquel que usa la

biosintesis como denominador comun, la cual en su esquema basico,

engloba la formacion de los metabolitos primarios y secundarios (Marcano,

2002).
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A continuacioén, se describen los metabolitos secundarios, que con mayor

frecuencia se pueden encontrar en las plantas:

Flavonoides:

Los flavonoides sin ser metabolitos primarios, se encuentran casi en
cualquier vegetal superior, hay mas de 8000 compuestos conocidos de
plantas vasculares mientras que en los vegetales inferiores: algas, hongos,
bacterias los compuestos fendlicos principales son quinonas y xantonas y a
estos deben su color, por ello se habla que la funcion de los flavonoides en
las plantas son variadas, es decir, le aportan pigmentacién a las flores. En
cuanto a la actividad de los flavonoides en las plantas se encuentra los
antioxidantes, antiinflamatorios y de secuestradores de radicales libres,
agentes antimicrobiales y antinutricionales, fotoreceptores y protectores
contra la luz UV, agentes quelantes de metales, atractores visuales para los

insectos, entre otros (Castillo y Medina, 2013).

La hesperidina es un flavonoide que forma parte de los citricos y se
localiza especialmente en la parte blanca que rodea la pulpa de estas frutas

(Castillo y Medina, 2013). llustramos su estructura quimica en la Figura 4:

H3C

OCH3s

\Q;‘J Hesperidina
FLAVONOIDE

HO O

Figura 4: Estructura de la Hespiridina.
Fuente: Autor
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Cumarinas:

Las a-pironas que se generan por la lactonizacién del &cido o-cuméarico
se conocen como cumarinas y estan ampliamente distribuidas en el reino

vegetal.

Las cumarinas se encuentran en su mayoria oxigenadas en C-7, por
ejemplo umbelliferona, muy frecuente en las plantas de la familia
Umbelliferas. La umbelliferona absorbe fuertemente la radiacién ultravioleta
en varias longitudes de onda y se utiliza en filtros solares (Pérez, 2008). Su

estructura se muestra en la Figura 5.

H o._ O

F

Cumarina
Umbelliferona

Figura 5: Estructura de la Umbelliferona.
Fuente: Autor

Saponinas:

Se llaman saponinas a un grupo de sustancias glicésidicas que se
disuelven en agua y poseen propiedad de formar espuma al agitar la
solucion. Por hidrdlisis (acida, microbiolégica o enzimatica) de una saponina
se obtienen carbohidratos y wuna aglicona: "sapogenina”, la cual
estructuralmente puede ser de tipo esteroidal (C-27) o triterpenoidal (C-30).
Estos compuestos se aislan de diferentes fuentes vegetales directa
(Gunsha, 2013).

En general, las esteroidales, menos numerosas que las triterpenoidales
conocidas, son mas importantes como materia prima para la fabricacion de
hormonas sintéticas, mientras que las triterpenoidales son potencialmente

mas aplicables en forma directa (Gunsha, 2013). Un ejemplo de una
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saponina es la digitonina (Figura 6) la cual es aislada de las semillas de
Digitalis purpurea.

Xyl—GIIc—Ga
Gle-Gal SAPONINA
Digitonina

Figura 6: Estructura de la digitonina.
Fuente: Autor

Alcaloides:

Son bases organicas que se aislan principalmente de las plantas
superiores, son casi siempre incoloros excepto la berberina que es amarilla 'y
la sanguinarina que es roja, solidos cristalinos en su mayoria, Opticamente
activos, generalmente levorrotatorios como la quinina y cinconidina o
dextorrotatorios como la cinchonina y laudanosina, y el nitrégeno, que debe
estar presente para que una molécula sea catalogada como alcaloide, forma

parte de uno o varios ciclos (Marcano y Hasegawa, 2002).

Su actividad, principalmente a nivel de sistema nervioso, fue el motor de
las primeras investigaciones en productos naturales. Algunos alcaloides se
han manifestado como altamente toxicos, y otros en dosis apropiadas, son
drogas comunmente usadas en medicina, por ejemplo, la morfina (Marcano y

Hasegawa, 2002).

Los alcaloides constituyen el grupo méas grande de metabolitos
secundarios de plantas. Se encuentran en las semillas, raices, cortezas y
hojas; en estado libre o como glicésidos o formando sales con &cidos
organicos. Un ejemplo es la estricnina (Figura 7), es uno de los alcaloides

mas eneérgicos, se extrae de diversas plantas del género Strychnos, entre
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ellas el haba de San Ignacio y de la nuez vomica. Es de sabor amargo muy
intenso y muy téxico, su ingestion produce convulsiones tetanicas (Castillo y
Medina, 2013).

Estricnina

Figura 7: Estructura de la Estricnina.
Fuente: Autor

Taninos:

Los taninos son polimeros polifenolicos solubles en agua, de alto peso
molecular. La presencia de un gran numero de grupos hidroxilo fendlicos les
brinda la capacidad de formar complejos principalmente con las proteinas y
en menor medida con iones metal, aminoacidos y polisacaridos. Se pueden
encontrar en arbustos y arboles forrajeros, leguminosas, frutas, cereales y
granos. Los taninos se dividen en dos grupos: hidrolizables (TH) y

condensados (TC) (Vélez, Campos y Sanchez, 2014).

Los taninos han recibido gran atencién porque permiten modificar la
composicion de acidos grasos en los productos provenientes de los
rumiantes (carne o leche) (Vélez y cols, 2014). Como ejemplo de taninos,
tenemos el acido galico el cual es usado en la industria farmacéutica como
patron para determinar el contenido de fenoles mediante el reactivo de Folin-

Ciocalteu. A continuacion su estructura quimica (Figura 8).
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Os_OH

HO OH
OH

Acido Galico

Figura 8: Estructura del acido gélico.
Fuente: Autor

Glucosidos y glucésidos cardiotonicos:

Son condensaciones de aldosas o cetosas ciclicas, donde el hidrogeno
del OH es reemplazado por un grupo alquilo o arilo. La hidrdlisis completa de
los glucésidos generalmente son monosacaridos tales como glucosa,

fructosa (Figura 9), manosa y galactosa (Albornoz, 1980).

Los agentes cardiotonicos y sus principios activos son glucosidos
esteroidales. Estos se clasifican en dos categorias, dependiendo del anillo
lactonico en sus agliconas: cardendlidos, una lactona de cinco miembros, y
bufandlidos, una lactona de seis miembros. Los primeros se encuentran
siempre en plantas como glicésidos pero los segundos se presentan tanto en

animales (sapos) como en vegetales (Castillo y Medina, 2013).

Las drogas que contienen glicosidos esteroidales afectan especificamente

al dinamismo y ritmo de la insuficiencia cardiaca (Castillo y Medina, 2013).

OH O

! O/\é/'\(U\/OH

OH OH

Fructosa

Figura 9: Estructura de la fructosa
Fuente: Autor
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Quinonas:

Las quinonas son dicetonas ciclicas insaturadas que por reduccion se
convierten en polifenoles siendo reversible esta reaccion. Las quinonas
derivan su nombre del miembro més simple de la serie p-benzoquinona
(Figura 10) (Castillo y Medina, 2013).

Las quinonas constituyen un grupo importante de pigmentos vegetales y
animales. Su coloracibn es desde amarillo pélido hasta casi negro,
generalmente lo encontramos en la corteza de las plantas. Pero contribuyen
muy poco en el color de la planta y generalmente se encuentran en estado
libre (Castillo y Medina, 2013).

0

p-benzoquinona

Figura 10: Estructura de la p-benzoquinona.
Fuente: Autor

Triterpenos y esteroides:

Son terpenos compuestos de 30 carbonos, generalmente son generados
por unién cabeza-cabeza por dos cadenas de 15 carbonos, cada una de
estas formado por unidades de isopreno unidas cabeza-cola, en total
formado por 6 unidades de isopreno. Su estructura es generalmente
tetraciclicos y pentaciclicos, estas pueden contener grupos ceténicos,
hidroxilo y acido carboxilico. Un ejemplo de triterpenos es el B-Sitosterol, que

se muestra en la Figura 11 (Castillo y Medina, 2013).

Los triterpenos han sido estudiados rigurosamente debido en parte, a su

relacion con los esteroides, los cuales han llamado poderosamente la
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atencion desde hace tres cuartos de siglo. Los triterpenos se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza tanto en el reino vegetal como en
el reino animal (Castillo y Medina, 2013).

B- Sitosterol

TRITERPENO

Figura 11: Estructura del B-Sitosterol
Fuente: Autor

Los esteroides son derivados del nacleo del
ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano, que se compone de carbono e
hidrogeno formando cuatro anillos fusionados, tres hexagonales y uno
pentagonal. Como ejemplo esté el colesterol, que se muestra en la Figura 12
(Castillo y Medina, 2013).

H3C \\
CHa

CHs

colesterol
HO

Figura 12: Estructura del colesterol.
Fuente: Autor

Fenoles:

Los compuestos fendlicos se refieren a un grupo de sustancias que
poseen en comun un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilo y

gue ocurren frecuentemente como glicésidos, combinados con unidades de
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azucar. La estructura base de un compuesto fendélico se muestra en la Figura
13 (Castillo y Medina, 2013).

Son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua, pueden ser
detectados por el intenso color verde, purpura, azul o negro, que producen
cuando se les agrega una solucién acuosa o alcoholica al 1% de cloruro
férrico. Su naturaleza aromatica les permite que tengan una intensa
absorcion en la region UV del espectro siendo este método muy importante

para su identificacion (Castillo y Medina, 2013).

OH OH

o

Estructura basica de los fenoles

Figura 13: Estructura basica de los fenoles.
Fuente: Autor

Carbohidratos:

Forman un grupo de compuestos que contienen carbono (C), hidrégeno
H) y oxigeno (O). Son los compuestos organicos mas abundantes en la
naturaleza. Las plantas verdes y las bacterias fotosintetizadoras los producen
en el proceso conocido como fotosintesis, durante el cual absorben el dioxido
de carbono del aire y, por accion de la energia solar, producen glucosa y
otros compuestos quimicos necesarios para que los organismos sobrevivan y
crezcan. De los glucidos mas sencillos, monosacaridos, el mas importante es
la glucosa. Dos monosacaridos unidos producen un "disacarido", cuyo
ejemplo mas importante encontramos en la sacarosa, la lactosa y la maltosa.
Los polisacaridos son enormes moléculas formadas por uno o varios tipos de

unidades de monosacaridos (Gonzalez y Raisman, 2004).
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En los organismos vivos los hidratos de carbono tienen funciones
estructurales y de almacenamiento de energia. En la funcion estructural
tenemos como ejemplo: la celulosa que es el principal glacido estructural en
las plantas, hasta un 40% en las paredes celulares (Figura 14), mientras que
en los animales invertebrados el polisacarido quitina es un componente
basico del exoesqueleto de los artropodos y en los cordados las capas
celulares de los tejidos conectivos contienen hidratos de carbono. Entre los
glucidos de almacenamiento de energia las plantas usan al almidon y los
animales al glucégeno; (cuando se necesita la energia, las enzimas los

descomponen en glucosa) (Gonzalez y Raisman, 2004).

OH OH
/&o Q
—0 0 o—-

HO OH HO OH

celulosa

Figura 14: Estructura de la celulosa.
Fuente: Autor

Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares de tipo procariotico, es
decir, son organismos que solo se pueden observar al microscopio,
constituidos por una sola célula autbnoma que ademas no tiene membrana
nuclear. Las bacterias pueden ser alargadas (bacilos), esféricas (cocos) o en
forma espiral (espirilos). Se pueden asociar en grupos; cuando se agrupan
por parejas se llaman diplococos, cuando forman cadenas bacterianas se

llaman estreptococos y cuando se agrupan en racimos se llaman
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estafilococos. A continuacion se describe cinco tipos de bacterias (Castro,
2014).

1. Staphylococcus aureus

Los Staphylococcus son bacterias aerébicas presentes en el medio
ambiente y en la flora normal de humanos y animales. Son cocos Gram
positivos que crecen como racimo de uvas y se diferencian de los
estreptococos por ser catalasa positivo. Las especies se clasifican
en Staphylococcus aureus que son coagulasa positivos y Staphylococcus
Epidermidis y Saprophyticus que son coagulasa negativo (Arteaga y Arteaga,
2005).

Los S. aureus son causa comun de infecciones pidgenas en piel y
otros padecimientos como osteomielitis, artritis séptica, infecciones
profundas, abscesos, neumonia, empiema, endocarditis, pericarditis,
meningitis y enfermedades mediadas por sus toxinas incluyendo intoxicacion
alimenticia, fiebre escarlatina, sindrome de piel escaldada y sindrome de

choque toxico (Arteaga y Arteaga, 2005).

2. Enterococcus faecalis:

Los Enterococcus son cocos Gram-positivo, encontrados solos, en pares
o formando cadenas y eventualmente pueden tener una morfologia
cocobacilos. Son anaerobios facultativos y tienen un rango Optimo de
crecimiento entre 30 y 35 °C. Todas las especies crecen en caldos con 6,5%
de NaCl e hidrolizan la esculina en la presencia de sales biliares. Son
organismos catalasa negativa, pero en algunas oportunidades pueden ser
catalasa positiva y el acido lactico es el producto final de la fermentacion de

la glucosa (Herrera, Vargas y Campos, 1998).

Las bacterias del género Enterococcus han adquirido un papel relevante

en las dos ultimas décadas, principalmente debido al aumento del nimero de
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casos intrahospitalarios, representando en la actualidad la tercera causa de
infeccion nosocomial. La incidencia anual aproximada de bacteriemia por

E. faecalis es de uno a dos episodios por cada 1.000 pacientes
hospitalizados. Su prevalencia como patégeno nosocomial ha aumentado
debido a la seleccion de estos microorganismos en relacion con el uso de
antibidticos de amplio espectro sin actividad frente a enterococos, al
incremento de procedimientos terapéuticos y de monitorizacion invasivos en
pacientes graves y al aumento del ndmero de pacientes
inmunocomprometidos, fundamentalmente neutropénicos (Herrera y cols,
1998).

3. Escherichia coli

Son bacilos Gram-negativos poco exigentes en sus necesidades nutritivas y
relativamente resistentes a los agentes externos. La bacteria se presenta
como bastones Gram-negativos, son pequefos, oblongos, finos; se mueven
por medio de flagelos periticos, algunas cepas pueden tener capsulas y ser
inmoviles. Se estima un periodo de incubacion de 12 a 60 horas, siendo la
media de 48 horas. Causa principalmente colitis hemorragicas que afectan a
cualquier grupo de edad, pero las tasas de infeccidbn son maximas en nifios
menores de cinco afios y van decreciendo con la edad. La sintomatologia
son calambres abdominales seguidos de diarreas acuosas y sanguinolentas

(Lépez y Guevara, 2002).
4. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es un bacilo Gram-negativo, aerobio obligado, mévil, con
forma de bastén y con un solo flagelo. Posee una membrana citoplasméatica
interna y una celular externa. Entre ambas se encuentra el espacio

periplasmico que contiene peptidoglicano.

Para demostrar la existencia de P. aeruginosa en infecciones del aparato
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respiratorio inferior pueden utilizarse diversas técnicas, como: muestra de
esputo, aspiracion traslaringea-trastraqueal, broncoscopia y lavado
broncoalveolar. Los cultivos de sangre deberdn tomarse siempre durante la
fase aguda de la neumonia. También existen pruebas de deteccion directa
rapida con anticuerpos fluorescentes para identificar antigenos en improntas,

extendidos y secciones de tejidos (Farias, Medina y Chavarria, 2005).

5. Klebsiella pneumoniae

Es una bacteria Gram-negativa. Poseen una capsula prominente que da
un aspecto mucoide a las colonias aisladas. Producen neumonia lobular
primaria adquirida en la comunidad e infecciones de heridas y del aparato
urinario (Murray, Rosenthal y Phaller, 2009).

Actividad antibacteriana

Una sustancia antibacteriana se define como la capacidad de un
producto (antibidtico) de lograr su efecto y se basa en la medicion de un
algun atributo del producto por ejemplo, su efecto inhibitorio ante un
microorganismo (halos de inhibicion él cual se determina normalmente por

métodos de analisis microbioldgicos) (Pedraza y Castellanos, 2009).

La actividad de un antibidtico puede ser demostrada mediante un efecto
inhibitorio de las sustancias en cuestion cuando es evaluado frente a un
microorganismo. En un andlisis, se compara cuantitativamente el efecto de
una muestra sobre un sistema biolégico con el efecto producido por una
preparacion estandar en las mismas condiciones y para la cual ya se ha
determinado exactamente su actividad obteniendo asi un valor estandar de
referencia. Si se prueban las muestras en diferentes concentraciones se
puede determinar una concentracion minima inhibitoria, minima del

antibiético hacia ese microorganismo (Pedraza y Castellanos, 2009).
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El fendbmeno de resistencia tiene un sustrato genético intrinseco o
adquirido que se expresa fenotipicamente por mecanismos bioquimicos. De
esta manera puede observarse la resistencia desde un ambiente bioldgico y
el otro bioquimico. (Pedraza y Castellanos, 2009).

Se conoce como resistencia natural a los mecanismos permanentes
determinados genéticamente, no correlacionables con el incremento de dosis
del antibi6tico. Un ejemplo de esto es la resistencia de la Pseudomona
aeruginosa, a las bencilpenicilinas y al trimetropin sulfametoxazol; bacilos

Gram-negativos aérobicos a clindamicina (Pedraza y Castellanos, 2009).

La resistencia adquirida aparece por cambios puntuales en el ADN
(mutaciones) o por adquisicion de este (plasmidos, trasposones, integrones).
En el primero se dan casos tales como la transformacion de una
betalactamasa en una betalactamasa de espectro extendido o como en el
caso de mutaciones de los genes que codifican las porinas con el
consecuente bloqueo del ingreso del antibigtico al interior el microorganismo

(Pedraza y Castellanos, 2009).

Segun Sussmann, Matos y Restrepo (2013) existen otras denominaciones

de resistencias como lo son:

e Resistencia relativa o intermedia: ocurre un incremento gradual de la
CMI (concentracion minima inhibitoria) a través del tiempo. Para obtener
un efecto terapéutico es necesario alcanzar niveles séricos y tisulares
adecuados. La susceptibilidad o resistencia del germen en este caso es
dependiente de la concentracion.

e Resistencia absoluta: sucede un incremento subito de la CMI durante o
después de la terapia. Es inefectivo el incremento de la dosis clinica
usual. Ejemplo de ellos es la Pseudomona spp resistentes a la
gentamicina y el Streptococcus pneumoniae altamente resistente a

penicilina y levofloxacina.
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e Pseudoresistencia: ocurre una resistencia in vitro pero una gran
efectividad in vitro.

Se denomina tolerancia antibidtica al fendmeno en el cual la diferencia
entre la MBC (concentracion bacteriana minima) y la CMI es muy grande en
lo cual ocurre con relaciones MBC/CMI mayores de 8 lo que permite la
persistencia del microorganismo (Sussmann y cols, 2013).

Igualmente desde el punto molecular y bioquimico existen basicamente
tres mecanismos por medio de los cuales una bacteria puede hacerse

resistente al efecto del antibiético, a saber:

e Inactivacion del antibiotico: se realizan mediante enzimas que
hidrolizan el antibiGtico)

e Alteracion del sitio blanco del antibiotico: en este mecanismo de
resistencia bacteriana se modifican algunos sitios especificos de la
anatomia celular, como la pared celular, subunidad 50s, 30s ribosomales.

e Barreras de permeabilidad: incluye 3 componentes basicos:

» Estructura de la membrana externa de la bacteria.

» Las porina: canales inespecificos que excluyen el antibiético por el
tamafo molecular.

» Caracteristicas fisicoquimicas del antimicrobiano: en el caso de los
medicamentos hidrofilicos (imipenem) requieren la presencia de
porinas para su transporte al interior de la célula (Sussmann y cols,
2013).

Método de difusiéon de agar (Kirby — Bauer) en pozo modificado para

determinacién de actividad antibacteriana.

El método de difusiébn en agar, estd apoyado por datos clinicos y de
laboratorios; y presenta la ventaja que sus resultados son altamente

reproducibles (Barry, Amsterdam, Coyle, Gerlach y Thornsberry, 1979).
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La técnica esta basada en el método original de Kirby-Bauer. Este método
de difusion 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, ensayados individualmente, sobre las
cepas bacterianas que se aislan de procesos infecciosos (National
Committee for Clinical Laboratory, 1997).

El método se basa en la relacidon entre la concentracién de la sustancia
necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de
crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo
adecuado mezclado con el inoculo de la bacteria correspondiente y sobre el
cual una vez solidificado se realizan los pozos de forma equidistante con la
inversa de una pipeta Pasteur estéril. A continuacion se procede a su
incubacion a temperatura adecuada por 24 horas (Bata, Debiao y Saikia,
2006). Luego se mide el halo de inhibicion y se comparan los efectos de las
distintas sustancias sobre el microorganismo estudiado, con el antibiético de
control. La lectura de los resultados representa la actividad in vitro de la

sustancia.
Definicion Operacional de Términos

Plantas Herbaceas: llamadas vulgarmente hierba o yerba, son plantas que
no presentan organos decididamente lefiosos. Los tallos de las hierbas son
verdes y mueren generalmente al acabar la buena estacién, siendo
sustituidos por otros nuevos si la hierba es vivaz (Solomon, Berg y Martin,
2004).

Fitoquimica: La fitoquimica es una disciplina cientifica que tiene como objeto
el aislamiento, andlisis, purificacion, elucidacion de la estructura y
caracterizacion de la actividad biolégica de diversas sustancias producidas

por los vegetales (Ambientum, s/f.).
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Matorral xerofitico: es un ecosistema ubicado en regiones de escasa
precipitacion y alta temperatura donde prevalece la vegetacion xerdfila. La
vegetacion predominante, del tipo arbustivo, ha desarrollado caracteristicas
particulares que les permite vivir en ambientes desfavorables (Alanis,
Jiménez, Mora, Martinez, Mata, Collantes y Rubio, 2015).

Raices fibrosas: Los sistemas de raices fibrosas, también Illamados
sistemas de raices difusas, fasciculadas, o adventicias, son estructuras de
raices caracterizadas por numerosas raices de igual tamafio que se
extienden en una red compleja desde la base de la planta. El sistema de
raices fibrosas exhibe una gran diferencia con el sistema de raices
primarias en cuanto a desarrollo, estructura y ventajas de supervivencia
(Solomon, Berg y Martin, 2004).

Inflorescencia: es un conjunto de flores que brotan de un mismo tallo. En
algunas plantas, como por ejemplo en la magnolia o el tulipan, brota una
unica flor, por lo que se dice que tiene una inflorescencia uniflora. En el caso
de que conste de mas de una, como en el gladiolo o el trigo, se dice que

tienen inflorescencias plurifloras (Sanchez, sff).

Rotavapor: son dispositivos o equipos que normalmente puedes encontrar
entre la maquinaria de un laboratorio y que sirven para evaporar solventes
organicos o acuosos, con la finalidad de facilitar el trabajo de todo proceso

gue los necesite (Harwood y Moody, 1989).

Ligninas: es uno de los biopolimeros mas abundantes en las plantas y junto
con la celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas en
una disposicion regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado
redes de lignina-hidratos de carbono. Esta presente en todas las plantas
vasculares, y al igual que muchos otros componentes de la biomasa, se

forma mediante la reaccion de fotosintesis (Chavez y Domine, 2013).
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Operacionalizacion de las variables

Las variables de una investigacion son caracteristicas presentes o ausentes
en la poblacién de estudio. Es necesario transformarlas en conceptos con la
finalidad de medirlas a través de indicadores especificos (Pallella y Martins,
2010). En tal sentido, las variables de esta investigacion fueron las
siguientes: variable dependiente (VD): Actividad antibacteriana del extracto
etanodlico de las hojas, tallo y raices de Ruellia tuberosa L. frente a bacterias
Gram positivas y Gram negativas; y variable independiente (VI): Metabolitos
secundarios presentes en el extracto etandlico de las hojas, tallos y raices de
Ruellia tuberosa L.
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Tabla 3: Operacionalizaciéon de

la variable dependiente:

Actividad

antibacteriana del extracto etandlico de las hojas, tallos y raices de Ruellia

tuberosa L. frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas

1. Variable

Actividad
del extracto etandlico de

antibacteriana

las hojas, tallo y raices de
Ruellia tuberosa L. frente

a bacterias Gram-
positivas y Gram-
negativas.

4. Definicion
Operacional ¢Cémo

se mide?

La actividad
antibacteriana se puede
medir usando el método
de difusién de agar Kirby-
Bauer en pozo
modificado.

(Sajaju y Villalobos, 2019)

2. Tipo de Variable

- Dependiente

- Continua

5. Dimensiones

- Ausencia de
microorganismos
- Presencia de

microorganismos
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3. Definicién

conceptual ¢Qué es?

Se define como la
capacidad de un
compuesto de lograr
inhibir, matar o impedir la
accion patégena de un
microorganismo (Pedraza

y Castellanos, 2009).

6. Indicadores

del

inhibicion en el agar.

Medicion halo de
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Tabla 4: Operacionalizacion de la variable independiente: Metabolitos
secundarios presentes en el extracto etandlico de las hojas, tallos y raices de

Ruellia tuberosa L.

1. Variable

Metabolitos secundarios
presentes en el extracto
etandlico de las hojas,
tallo y raices de Ruellia

tuberosa L.

4. Definicion
Operacional ¢Cémo

se mide?

Se miden con pruebas
cualitativas generando
reacciones de color o

precipitacion.

(Sajaju y Villalobos, 2019)

2.

Tipo de Variable

- Independiente

5. Dimensiones

Ausente (-)
Escaso (+)
Moderado (++)

Abundante (+++)
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3. Definicion

conceptual ¢Qué es?

Son moléculas organicas

encontradas en los

vegetales que ayudan a la

proteccion frente a la
agresion de  algunos
microorganismos. Se

encuentran en cantidades
relativamente pequefas y
su produccién puede ser
extendida o restringida a
familias, generos, o]
especies particulares

(Palacios, 2013).

6. Indicadores

de

precipitado o cambio

- Aparicion un
de color.

- Ausencia de un
precipitado o cambio

de color.
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Hipotesis
La Ruellia tuberosa L., presenta antecedentes en los que se
demuestra que los extractos de sus raices y hojas contienen metabolitos
secundarios como flavonoides, triterpenos, fenoles, entre otros, cabe esperar
gue el extracto etandlico de las hojas, tallo y raices contenga compuestos
qguimicos similares a los identificados hasta ahora y que estos posean,

ademas, actividad antibacteriana sobre cepas de bacterias Gram-positivas y

Gram-negativas.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de investigacion

Los tipos de investigacibn son: exploratoria, descriptiva, analitica,
comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva, confirmatoria y
evaluativa (Hurtado, 2012). En tal sentido, esta investigacion es evaluativa ya
gue se basa en determinar los metabolitos secundarios presentes en el
extracto etandlico de las hojas, tallos y raices de Ruellia tuberosa L. asi
como también, en evaluar la actividad antibacteriana de este extracto frente a

bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Disefio de la investigacion

Hurtado (2012), describe que el disefio de investigacion se refiere a las
estrategias que se implementan para recolectar la informacién en una
fuente determinada, en un tiempo especifico y en una cantidad o
amplitud asociada a lo qué se quiere saber. En tal sentido, esta
investigacion tuvo un disefio de campo y de laboratorio, contemporaneo,
transversal y multivariante, donde la especie en estudio se recolecto de un
ambiente natural y los datos experimentales se recolectaron en el Instituto de
Investigaciones Dr. Alfredo Nicolas Usubillaga del Hierro y en el Laboratorio
de Investigaciones Bioquimicas de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la

Universidad de Los Andes.
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Poblacion y Muestra

Unidad de Investigacion

Las unidades de investigacion de este estudio son las hojas, tallos y
raices de Ruellia tuberosa L., procedentes del Estado Apure- Venezuela.

Seleccion del tamafio muestral

La muestra de este estudio fue seleccionada de manera aleatoria, segun
la disponibilidad de la especie vegetal ubicada en la ciudad de Guasdualito,

estado Apure.

Sistema de Variables

Las variables que guardaron relacion con el objetivo de esta investigacion

fueron las siguientes:

- Variable dependiente (VD): Actividad antibacteriana del
extracto de las hojas, tallo y raices de Ruellia tuberosa L.
frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas.

- Variable independiente (VI): Metabolitos secundarios
presentes en el extracto de las hojas, tallo y raices de Ruellia

tuberosa L.

Procedimientos de la Investigacion

Recoleccion de la muestra

La muestra de este estudio fue recolectada en el Municipio Paez,
parroquia Guasdualito, sector Las Carpas a una altitud de 131 m.s.n.m.,

ubicado en Guasdualito, Estado Apure, e identificada por un Taxénomo
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especialista como fue el Ingeniero Juan Carmona de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes del estado Mérida-

Venezuela en el afo 2017.

Obtencion de los extractos crudos de la especie vegetal.

Las hojas, tallos y raices de Ruellia tuberosa L. se secaron a temperatura
ambiente y a la sombra durante dos semanas, se separaron todas las partes
de la planta que se estudiaron (hojas, tallos y raices). Posteriormente, todo el
material se moli6 obteniéndose 6,59 gr de hojas, 13,14 gr de tallos y 20,21 gr
de raiz. Todas estas partes por separado se sometieron a extraccion
exhaustiva por maceracion utilizando etanol al 96-98% durante 48 horas. Se
realizaron 2 filtraciones de los extractos con 100 mL de etanol y se llevaron al
rotavapor, obteniéndose finalmente 2,15 gr de extracto de hojas, 3,18 gr de
extracto del tallo y 3,59 gr de extracto de raiz. Los extractos obtenidos se

muestran en la Figura 15.

Figura 15: Extractos obtenidos.
Fuente: Autor.
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Determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios

presentes en los extractos de Ruellia tuberosa L.

El procedimiento general de la investigacion se muestra en Figura

16. La presencia de metabolitos secundarios se determin6 mediante

un tamizaje fitoquimico cualitativo, usando procedimientos

estandares de andlisis descritos a continuaciéon en la Tabla 5.
Objetivos

Seleccion de

la planta

Determinacion
taxondmica

Recoleccion y
preparacion de la
planta

*Guasdualito,
Estado Apure.

*Tamizaje Fitoquimico

«Actividad antibacteriana:
método de difusion de agar
Kirby-Bauer con pozo
modificado.

RESULTADOS

Figura 16: Procedimiento de la investigacion
Fuente: Autor

Extractos
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Tabla 5: Protocolo para el tamizaje fitoquimico de Ruellia tuberosa L

Metabolito Procedimiento

secundario

Se disolvié una porcién del extracto en 2
mL de HCI al 5%, posteriormente se agito,
filtrd, y se tomé una alicuota a la cual se le
adicion6 gotas del reactivo de Wagner

Alcaloides Mayer y Dragendorff, respectivamente.

Un precipitado rojo pardo  (Wagner),
blanco o amarillento (Mayer) y rojo-
anaranjado  (Dragendorff)  indicé la
presencia de alcaloides.

Se disolvié una porcién del extracto en 1
mL de H»0O, luego se adicionaron gotas de
NaOH acuoso 1N.

Un color amarillo indicé la presencia de
glucésidos.

Glucésidos

Se disolvi6 10 mg de cada extracto en el
reactivo de Keller y se le adicion6 unas
gotas de H.SO4 concentrado.

Un anillo marrén en la interfaz indicé la
presencia de glucésidos con dos

Glucésidos L
desoxiazlcares o para estos azucares.

cardiotonicos Se adicionaron 2 6 3 gotas (0,5 mL) de

piridina al extracto, luego una gota de
solucion de nitroprusiato de sodio (acuoso
y reciente) al 5% y finalmente 3 gotas de
NaOH 2N.

Un color rojo intenso indico la presencia
para cardendlidos o lactonas a, -
insaturadas.
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Tabla 5: Protocolo para el tamizaje fitoquimico de Ruellia tuberosa L. (cont.)

Metabolito

secundario

Saponinas

Procedimiento

En un tubo de ensayo se coloc6é 1 mL del
extracto, luego se agitd vigorosamente durante
1 minuto y se midié con una regla la altura de la
espuma.

La formacion de una espuma de 8 mm-1 cmy
estable por 30 min indicé la presencia de
saponinas.

Flavonoides

A 5 gotas del extracto diluido se le afiadié 1 mL
de H,O y una gota de solucién saturada de
NaHCOs. Luego se mezcldy se
agito vigorosamente durante 3 minutos.

La formacion de una espuma en forma de panal
de abejas indico la presencia de saponinas.

A 1 mL de extracto diluido se le adicion6 una
pequefia cantidad de magnesio metalico y 3

gotas de HCI concentrado.

Un color rojo, naranja, rojo-azuloso y violeta
indic6 la presencia de flavonas, flavononas,
flavonoles, flavononoles 0 xantonas.
Ocasionalmente los flavonoles, las
flavanonas y flavononoles dan colores verdes o
azules.

La formacion de una coloracion de amarillo a
rojo indico la presencia de xantonas y flavonas.
Una coloracién café a naranja indico la
presencia de flavonoles Una coloracion purpura
a rojizo indico la presencia de chalconas. Una
coloracién azul indicé la presencia de
antocianinas.

A 1 mL de extracto diluido se le agregé
aproximadamente 2 mg de polvo de zinc mas
unas gotas de acido clorhidrico 5N.

La formacién de un coloracién intensa indico la
presencia de flavononoles.

44




Tamizaje Fitoquimico y Evaluacion de la Actividad Antibacteriana de
los Extractos Etandlicos de hojas, tallos y raices de Ruellia tuberosa L.

[2019]

Tabla 5: Protocolo para el tamizaje fitoquimico de Ruellia tuberosa L. (cont.)

Metabolito
secundarios

Procedimiento

Taninos

Se disolvié en 10 mL de etanol por 5 minutos
100 mg del extracto, posteriormente se extrajo
con 25 mL de agua destilada, llevando a
ebullicién durante 15 minutos. Luego se dejo
en reposo hasta alcanzar temperatura
ambiente, posteriormente se adicioné 0,2 mL
de disolucion de NaCl al 10% p/v y se filtro
con papel de filtro cualitativo. El filtrado
obtenido se distribuyé en partes iguales en
cinco tubos de ensayo, los cuales fueron
sometidos a distintos procedimientos tales
como:

No se le agregd ningln reactivo o sustancia,
sélo fue afadido el filtrado obtenido.

Se le agreg6 4 gotas de disolucién acuosa de
gelatina 1 %.

Un precipitado indic6 la presencia de taninos.

Se le agrego6 4 gotas de disolucién de
gelatina- sal (1 % gelatina + 10 % de NaCl).

Un precipitado indicé la presencia de taninos.

Se le agreg6 4 gotas de disolucion acuosa de
FeCl;10 % p/v.

Un color grishceo-negro y negro- azulado
indic6 la presencia de catecol y pirogalol.

Se le adicion6 1 gota de KFe(CN)g 1 %.

Un color azul indicé la presencia de
compuestos fendlicos.
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Tabla 5: Protocolo para el tamizaje fitoquimico de Ruellia tuberosa L. (cont.)

Metabolito

secundario

Triterpenos
y esteroides

Fenoles

Procedimiento

Se disolvié 100 mg del extracto en 2 mL
de cloroformo, Iluego se adicion6
cuidadosamente 1 mL de H,SO, hasta
formar doble fase.

Un color marrén rojizo en la interfase
indicé la presencia de un
anillo esteroideo.

A una pequefia porcion del extracto
concentrado se le adicion6 3 gotas del
reactivo de Rosenthaler y luego se
estratific6 con 2 gotas de H,SO,
concentrado.

La formacion de una interfase de color
violetaindic6 la presencia de
triterpenoides.

A una pequefia porcion del extracto
concentrado se le afiadié 1 mL de acido
acético anhidro y luego se estratific6 con
2- 3 gotas de H;SO. concentrado.
Posteriormente, se dejé en reposo por 5
minutos.

La formacion de una interfase azul, verde,
rosa, rojo y violeta indic6 la presencia de
esteroles y triterpenoides.

A una alicuota del extracto alcoholico se
le afadi6 3 gotas de FeCl; al 5% en
solucion salina fisiologica (NaCl al 0,9%
en agua)

Una coloracion verde intensa indicoé la
presencia de taninos pirocatecadlicos.

Una coloracion azul intensa indico la
presencia de taninos pirogalotanicos.
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Tabla 5: Protocolo para el tamizaje fitoquimico de Ruellia tuberosa L. (cont.)

Metabolitos

Secundarios

Quinonasy
antraguinonas

Procedimiento

A 10 mg de cada extracto se le adiciono 1
gota de hidréxido de amonio concentrado.

Un color rojo indicé la presencia de
antraquinonas.

A 10 mg de cada extracto se les adicion6 1
gota de acido sulfarico concentrado.

Un color rojo indic6 la presencia de quinonas.

Carbohidratos

Se disolvié 10 mg de cada extracto con 1 mL
de benceno, luego se filtr6 y se les adicion6
0,5 mL de solucién de amoniaco al 10 % y se
mezclo.

Un color rosa, rojo y violeta en la fase inferior
indico la presencia de antraquinonas.

A 2 mL del extracto acuoso se le adicionaron
3 gotas del reactivo de Molisch, y se dejo
caer por las paredes del tubo lentamente y
sin agitacion 1 mL de H,SO. concentrado.

La formacién de un anillo violeta en la interfaz
indic6 la presencia de carbohidratos.

Cumarinas

A 2 mL del extracto acuoso se le adicion6 5
mL de una mezcla formada por 2,5 mL de
reactivo de Fehling Ay 2,5 mL de reactivo de
Fehling B, luego se hirvid en bafio de maria
por 2 minutos

Un precipitado rojo ladrillo indicé la presencia
de azlcares reductores.

A una pequefia porcién del extracto se le
adicion6 0,5ml de etanol y 2 gotas de NH,OH
concentrado.

La presencia de fluorescencia azul o verde
indico la presencia de cumarinas.
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Preparacion de los extractos crudos para la determinacion
de la actividad antibacteriana

Los extractos fueron preparados a partir de una solucién madre de 500 ppm
en DMSO, usando 50 mL de extracto de cada parte de la planta en pozos de
6 mm. En la Figura 17 se muestran los extractos finalmente preparados.

.

Figura 17: Extractos de hojas, tallos y raices de Ruellia tuberosa L.

preparados para la inoculacion en la placa.
Fuente: Autor

Determinacion de la actividad antibacteriana por el método de difusién

de agar (Kirby — Bauer) en pozo modificado

> Bacterias de ensayo:
Se seleccionaron 5 especies de las cuales 2 son bacterias Gram
positiva (Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis
ATCC 29212), y 3 especies bacterianas son Gram negativas
(Klebsiella pneumoniae ATCC 23357, Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

» Preparacion de los pre-indculos bacterianos:
Las cepas a ensayar se incubaron en agar Mueller—Hinton a 37° C por
16 a 18 horas antes de hacer el ensayo microbiano. Una vez que se
obtuvieron las cepas bacterianas frescas y purificadas se preparo el
inéculo bacteriano con la ayuda de un asa en aro estéril, en una

solucion de NacCl al 0,85% previamente estéril, hasta alcanzar la
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turbidez del patron de MacFarland N-0,5 equivalentes a 108
UFC/mL.

» Preparacion de las placas:
A cada placa se le colocaron 20 mL del agar Mueller—Hinton
previamente preparado y esterilizado a una temperatura que no
supero los 40°centigrados mezclado con 2 mL de la suspensiéon de
esporas, posteriormente se dejo solidificar a temperatura ambiente.

> Determinacion de la actividad antibacteriana por el método de difusion
de agar (Kirby — Bauer) en pozo modificado:
Cada placa solidificada preparada con el medio e inoculo bacteriano
se le procedié a realizar los pozos con la inversa de una pipeta
Pasteur estéril quedando unos pozos de 6 mm, a cada pozo se le
adicion6 50 pL del extracto previamente preparado; se us6 un control
positivo representado por un antibidtico comercial y un control
negativo representado por el Dimetil sulfoxido (DMSO) el cual
utilizamos para disolver la muestra.

» Preincubacion e incubacion:
Después de preparadas las placas, se dejaron a temperatura
ambiente por 30 minutos para que las muestras difundieran y
finalmente se incubaron a 37°C por 24 horas en atmdsfera aerdbica.

» Lectura de los halos de inhibicion:
Finalizado el tiempo de incubacion se procedié a medir con una regla

milimetrada los halos de inhibicién (Figura 18).

49



Tamizaje Fitoquimico y Evaluacion de la Actividad Antibacteriana de

los Extractos Etandlicos de hojas, tallos y raices de Ruellia tuberosa L. [2019]

Figura 18: Halos de inhibicién.
Fuente:https://lwww.google.co.ve/search?gq=antibiograma&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ve
d=0ahUKEwizgfLv_sHbAhWCzIMKHY7ICSQQ_AUICigB#imgrc=C136G299Iz8IGM:

Disefio de Andlisis

Los datos recolectados en la fase interactiva del proceso de investigacion
fueron analizados a través de un enfoque cuantitativo y cualitativo ya que
fueron expresados numéricamente y se realiz6 descripciones 'y
observaciones (Palella y Martins, 2010).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Resultados
Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de las hojas, tallo y
raices de Ruellia tuberosa L. se realizO mediante pruebas quimicas
con la adicién de diversos reactivos, mencionados anteriormente en
la Tabla 4. Por medio de estas pruebas se determinaron resultados

positivos que se evidencian en la Tabla 5.

Usando un analisis cualitativo se determino la presencia de diferentes
metabolitos secundarios en el extracto etandlico, tales como:
glucésidos,  glucosidos  cardiotonicos, flavonoides, ~ taninos,

carbohidratos y triterpenos y esteroides (Tabla 6).

51



Tamizaje Fitoquimico y Evaluacion de la Actividad Antibacteriana de

los Extractos Etandlicos de hojas, tallos y raices de Ruellia tuberosa L. [2019]

Tabla 6: Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de hojas, tallos y raices
de Ruellia tuberosa L.

‘ ‘ : ’ |
4 g ’ Pruebas en el | r
- ! Extracto de la Hojd |}

Praebas enel Extracto del Tallo
Wagner -

Controles: Wagner,
Dragendorif y Mayer

|

Alcaloides
Mayer

Dragendorff

Control

Cumarinas NHsOH

o
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Tabla 6: Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de hojas, tallos y raices

de Ruellia tuberosa L. (Cont.)

Mollisch

ehs L o
v

Tallo Hoja

Carbohidratos

Fehling
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Tabla 6: Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de hojas, tallos y

raices de Ruellia tuberosa L. (Cont.)

Altura de la

espuma

Saponinas

Bicarbonato
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Tabla 6: Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de hojas, tallos y

raices de Ruellia tuberosa L. (Cont.)

Gelatina
1%

Gelatina
1% - Sal
10%

Taninos

FeCls; 10%

KFe(CN)s
1%

Fenoles  FeCls (ac)
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Tabla 6: Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de hojas, tallos y

raices de Ruellia tuberosa L. (Cont.)

NH4sOH

H2S0O4

Quinonas

Benceno
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Tabla 6: Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de hojas, tallos y raices
de Ruellia tuberosa L. (Cont.)

Shinoda

NaOH
10%

Flavonoides

Pew's
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Tabla 6: Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de hojas, tallos y raices

de Ruellia tuberosa L. (Cont.)

NaOH
Keller-
Killiani
Glucésidos y
glucoésidos
cardiotdnicos
Legal
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Tabla 6: Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de hojas, tallos y

raices de Ruellia tuberosa L. (Cont.)

Salkowski

Triterpenos - posenthaler
y esteroides

Lieberman
Bouchard
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Tabla 7: Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de

hojas, tallos y raices de Ruellia tuberosa L.

Metabolito Resultados
: Pruebas : :
secundario Hojas Tallos Raices
Wagner - - -
Alcaloides Mayer - - -
Dragendorf - - -
Cumarinas NH4OH - - i,
Carbohidratos MO“?'Ch ! o Jan
Fehling + o T+
Altura de la - - -
Saponinas espuma
Bicarbonato - - -
Gelatina 1% - - -
Gelatina 1% - - - -
Taninos Sal 10%
FeCls 10% + + +
KFe(CN)s 1% - 3 -
Fenoles FeCls (ac) + + +

Shinoda - - -

Flavonoides = NaOH 10% + - +

Pew’s - - -

Glucésidos y NaOH - - =5

glucésidos  Keller-Killiani - - -

cardiotonicos Legal + + +

Salkowski + + -

Triterpenosy  Rosenthaler - - -
esteroides Lieberman

Bouchard - - -

- = Ausente, + = escaso, ++ = moderado, +++ =
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Actividad antibacteriana

Usando el método de difusion de agar (Kirby — Bauer) en pozo modificado
se midieron los halos de inhibicidn de los extractos etanélicos de hojas, tallos
y raices de Ruellia tuberosa L. a una concentracién de 500 ppm (Tabla 8).

Tabla 8: Resultados de la actividad antibacteriana de los extractos etanélicos

de hojas, tallos y raices de Ruellia tuberosa L.

Halo de inhibicion (mm)

Gram positivas : . Oxitetraciclina
P Hojas Tallos Raices

100 ppm
Staphylococcus aureus ATCC 25923 - - - 11
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - 8 8 12
Halo de inhibicion (mm)

Gram negativas Hojas Tallos Raices Oxitetraciclina

100 ppm
Escherichia coli ATCC 25922 - - - 11
Pseudomonas aeruginosa i i i 11

ATCC 27853

Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 - - - 11
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Discusién

Los resultados del tamizaje fitoquimico coinciden con los reportados por
otros investigadores. Chothani y cols, en 2010, informaron sobre la presencia
de los flavonoides, apigenina y luteolia, en las hojas de R. tuberosa. De la
misma forma Wagner, Danniger, lyengar, Seligurau, Farkas, Subramannian y
Nair, 1971, extrajeron estigmasterol, B-sitosterol, campesterol y apigenina de
las partes aéreas de R. tuberosa. Otros investigadores también han
comunicado la deteccion de flavonoides y fenoles en los extractos de todas
las partes de la planta, incluyendo la raiz (Arirudran y cols, 2011; Chothani y
cols, 2011; Chothani y cols, 2012).

Es importante mencionar, que los resultados de la composicion quimica
pueden variar segun la escogencia del solvente para el proceso de
extraccion, pues éste influye en la deteccion de los distintos componentes de
la planta, ademas de ciertos factores que pueden influir en la sintesis de
metabolitos secundarios tales como el ritmo circadiano, la temperatura, la
disponibilidad de agua, la radiacion ultravioleta, sus nutrientes, entre otros
(Becker, Santos, Kagimura y Matiello, 2015). Cabe destacar que no se
encontraron datos sobre R. tuberosa recolectada en Guasdualito (Estado
Apure- Venezuela), la mayoria de la informacion reportada son para especies
de la India, solo un estudio informa para una muestra recolectada en

Caracas —Venezuela (Ciangherotti y cols, 2016).

La presencia de flavonoides en el extracto acuoso de la raiz pudieran ser
los principales responsables de la actividad antiinflamatoria y antinociceptiva,
gue se le atribuye a la planta, debido a su conocida capacidad de inhibir a las
enzimas que participan en la sintesis de diferentes eicosanoides (Pastorello,
Ciangherotti, Varela, Loépez-Gramko, Orsini y Israel, 2012). Asi mismo, los

flavonoides también han sido sefialados como los responsables de la
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actividad antidiabética que destaca como principal uso de la planta (Behari,
Goyal y Streibl, 1981; Singh, Pandey, Pandey, y Singh, 2002).

Los resultados obtenidos para el tamizaje fitoquimico se pueden considerar
aceptables, ya que coinciden con muchos de los trabajos experimentales
antes expuestos, esto indica, una vez mas, que R. tuberosa es una fuente
potencial de metabolitos secundarios quimicamente relevantes como fenoles

y flavonoides.

En relacion a la actividad antibacteriana no se ubicaron investigaciones
donde se reporte la actividad de R. tuberosa frente a E. faecalis, pero si
frente a otras bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas. Los
extractos metanolico y de acetato de etilo de las partes aéreas de R.
tuberosa exhibieron buena actividad frente a S. aureus y P. aeruginosa
(Wiart, Hannah, Yassim, Hamimah y Sulaiman, 2005). Por otro lado, el
extracto alcohdlico de toda la planta a través del método de difusién en disco
no presento actividad frente a E. coli a una concentracion de 100 mg/mL,
mas sin embargo, si inhibi6 el crecimiento de P. aeruginosa y K.
pneumoniae. Asi mismo, el extracto acuoso resultd negativo para E. coliy

P. aeruginosa (Arirudran y cols, 2011). El extracto metandlico de la raiz de
R.tuberosa a una concentracion de 25 pg/mL por el método de difusion en
disco exhibié halos de inhibicion frente a S. aureus (13 mm), E. coli (18 mm)

y P. aeruginosa (17 mm) (Kader y cols, 2012).

Cabe destacar que estas comparaciones solo se hacen para tener un punto
de referencia, no pueden realizarse comparaciones absolutas ya que los
métodos empleados para la determinacion de la actividad antibacteriana no
son iguales. Adicionalmente, la actividad antibacteriana de los extractos
vegetales depende de la concentracion empleada, del tipo de cepa
bacteriana ensayada y de los metabolitos secundarios presentes en los
extractos (Vadlapudi y Kaladhar, 2012).
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En general puede afirmarse que la actividad antibacteriana exhibida por los
extractos etandlicos de los tallos y raices de R.tuberosa frente a E. faecalis
no fue buena dado que el halo de inhibicién presentado es muy limitado (8
mm).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

v El tamizaje fitoquimico revel6 la presencia de glucésidos
cardioténicos, fenoles, flavonoides, carbohidratos y esteroides en los
extractos de las diferentes partes de la planta.

v' Todos los extractos etandlicos (hojas, tallos y raices) evidenciaron la
presencia de glucésidos cardioténicos, fenoles y carbohidratos.

v' Se determiné la presencia de flavonoides en los extractos etandlicos
de hojas y raices.

v' Los extractos etandlicos de hojas y tallos resultaron positivos para
esteroides.

v' Los extractos etandlicos de tallos y raices exhibieron actividad
moderada frente a E. faecalis.

v' Constituye el primer reporte sobre la actividad antibacteriana de los
extractos etanodlicos de hojas, tallos y raices de R. tuberosa

recolectada en el Estado Apure- Venezuela.
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Recomendaciones

v Verificar por otros métodos la presencia en los extractos de
glucosidos cardiotonicos, ya que hasta el momento no se encontré
bibliografia que respalde la presencia de este tipo de metabolitos en el
género Ruellia.

v' Realizar un fraccionamiento biodirigido de los extractos, que permita
aislar e identificar los compuestos presentes en los extractos.

v' Determinar a todos los extractos el contenido de fenoles a través del
meétodo de Folin-Ciocalteu y de flavonoides totales, asi como la
actividad antioxidante por método del poder captador del radical libre
DPPH-.
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