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RESUMEN

Los productos naturales poseen una amplia variedad de actividades bioldgicas que
nos permiten encontrar nuevas alternativas terapéuticas. En este trabajo se evalué la
actividad antibacteriana iz vitro del extracto etandlico del peciolo de Rbheum rhabar-
barum frente a cepas ATCC de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, y se determind la
concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida
(CMB). Para solubilizar se empleé dimetilsulféxido (DMSO) al 1%. Los resultados
obtenidos demuestran que el extracto posee actividad antibacteriana, con valores de
CMI = 700 pg/mL para el extracto etandlico frente a Staphylococcus anreus, Staphylo-
coccus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa'y Escherichia cols.

Su efecto podria ser de tipo bacteriostitico y no bactericida. Por tanto, se concluye
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que la especie vegetal Rbeum rhabarbarum es considerada como promisoria para el

control bacteriano.
Palabras clave: actividad antibacteriana, Rbheum rhabarbarum, extracto etandlico.

Summary

Antibacterial activity of the ethanolic extract of the petiole from
Rbheum rbabarbarum

Natural products have a wide variety of biological activities that allow us to find new
therapeutic alternatives. In this work, the i vifro antibacterial activity of the ethanol
extract of the petiole of Rheum rhabarbarum against ATCC strains of Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
and Escherichia coli was evaluated, determining the minimum inhibitory concentra-
tion (MIC) and the minimum bactericidal concentration (CMB). To solubilize, 1%
dimethylsulfoxide (DMSQO) was used. The results show that the extract has antibac-
terial activity, with MIC values > 700 pg/mL for the ethanolic extract against Staph-
ylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa and Escherichia coli. Its effect could be bacteriostatic and not bactericidal.
Therefore, it is concluded that the plant species Rbeum rhabarbarum is considered

promising for bacterial control.

Key words: Activity antibacterial, Rheum rhabarbarum, extract ethanolic.

INTRODUCCION

Colombia posee una gran riqueza natural, lo cual hace que su vegetacién sea muy
variada, enriquecida con especies endémicas y diversidad genética muy alta [1, 2].
Algunas de las plantas que se pueden encontrar tienen diferentes principios activos y
actividad bioldgica o industrial, con amplias perspectivas para llevar a cabo la investiga-
cién y el desarrollo de nuevos productos [1-5].

El uso de extractos vegetales con actividades bioldgicas ha sido de gran importancia a
lo largo de los afios, destacdndose en ellos propiedades antiinflamatorias, antiespasmé-
dicas, antihelminticas, analgésicas, insecticidas, antifungicas, antioxidantes, antibacte-
rianas, entre otras [6-10].
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La tendencia de los consumidores se inclina hacia los productos farmacéuticos, cos-
méticos y de alimentos libres de agentes quimicos sintéticos (pesticidas, insecticidas,
fungicidas, fertilizantes, entre otros) y aditivos quimicos (neutralizantes, preservantes,
antioxidantes, colorantes y saborizantes), por lo que resulta interesante estudiar la acti-
vidad antibacteriana de extractos vegetales de plantas nativas para establecer su utiliza-
cién potencial como fitomedicamento [11-14].

El ruibarbo (Rbeum rhabarbarum) es una especie de planta fanerdgama perteneciente
a la familia Polygonaceae que contiene derivados del metilantraceno, quinonas, y com-
puestos fenélicos que se han reportado como antibacterianos promisorios. Esta planta
es cultivada como verdura por su tallo comestible [15-18]. Se ha comprobado que las
decocciones de la raiz son efectivas contra Staphylococcus aureus 7, 15, 19].

El presente trabajo de investigacién tuvo como objetivo determinar la actividad anti-
bacteriana del peciolo de ruibarbo (Rbheum rbabarbarum), proveniente del departa-
mento del Norte de Santander, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Los reactivos y otros materiales se adquirieron en entidades reconocidas. El dimetil-
sulféxido (DMSO) se adquirié de JT Baker (Phillipsburg, USA). El caldo Miieller
Hinton (caldo MH), agar Miieller Hinton (agar MH), se obtuvieron de Merck KGaA
(Darmstadt, Alemania). La gentamicina sulfato, de Biopex SAC (estandar secunda-
rio lote: 10C256). Las cepas bacterianas provinieron de la American Type Culture
Collection (ATCC): Staphylococcus aurens (ATCC 25923), Staphylococcus epidermi-
dis (ATCC 12228), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) y Escherichia coli (ATCC 25922).

Recoleccion del material vegetal

Con base en los registros de las colecciones del Herbario Regional Catatumbo-Sarare
(Hecase) dela Universidad de Pamplona, los peciolos de las plantas de ruibarbo (Rbeum
rhabarbarum) se recolectaron en una vereda del municipio de Pamplona, Norte de
Santander (7°22'342"N 72°38'54"0). Se recolectaron 5 kg de material por semana,
en el periodo comprendido de abril a mayo de 2015, bajo la supervisién del Magister
en Sistemdtica Vegetal, Luis Roberto Sdnchez Montano, quien realizé la identificaciéon
taxonémica de la especie.
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Obtencién del extracto etanédlico

Los peciolos recolectados se lavaron con agua y se seleccionaron para garantizar el buen
estado, seguidamente se pesaron, se eliminé la capa externay se procedi6 a pesar nueva-
mente. Este material se secé a la temperatura ambiente (25 °C) por 24 horas y luego se
trocearon. La extraccién consistié en macerar, en solucién hidroalcohélica a 70% p/v
durante 5 dias a temperatura ambiente. Cada extracto se filtré en papel filtro comtn
y se concentré en rotoevaporador R-210 (BUCHI) hasta que aparentemente todo el
alcohol fue eliminado [7, 15].

Actividad antibacteriana in vitro

Los in6culos bacterianos se prepararon de acuerdo con las indicaciones establecidas
por la CLSI [20], tomando entre 3-4 colonias bien diferenciadas y morfoldgicamente
similares de las bacterias previamente sembradas en placas de Petri con agar MH. Las
colonias tomadas se suspendieron en tubos de ensayo con caldo MH estéril, y se incu-
baron a 35 + 2 °C y se verificé constantemente la densidad éptica (DO) a 620 nm,
hasta que la suspension bacteriana alcanzé una DOy, entre 0,08-0,1 unidades, lo que
equivale a 0,5 en la escala de McFarland (aproximadamente, 1 x 10® UFC/mL), la
cual se diluyé a fin de obtener una suspension de trabajo de 5 x 10° UFC/mL en los
ensayos biologicos [21-24]. Para determinar la fase de crecimiento exponencial de las
bacteriasy, consecuentemente, el tiempo de incubacién de estas, se realizaron curvas de
crecimiento de las cepas en estudio. Para ello, se adicioné 0,1 mL del inéculo diluido
29,9 mL de caldo MH y se incubd a 35 + 2 °C y se verificé, a cada punto de tiempo, la
DOy, de la suspensién bacteriana en un lector de microplacas [24]. Para solubilizar el
extracto de la especie en estudio, se decidi6 utilizar dimetilsulféxido al 1%, el cual se
emplea con frecuencia en estudios microbioldgicos [25, 26]. En este caso, el DMSO al
1% se incubd con las cepas bacterianas en estudio, en placas de 96 pocillos a 35 + 2 °C por
el tiempo definido para cada bacteria en las curvas de crecimiento, luego de las cuales se
determing el porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano, teniendo en cuenta
al blanco de médximo crecimiento (caldo con inéculo). Para la evaluacién de la activi-
dad antibacteriana, se prepararon soluciones a concentraciones inferiores a 1.000 pg/
mL del extracto de R. rhabarbarum, acorde con el criterio de autores que consideran
como promisorios aquellos extractos vegetales que presenten valores de concentraciéon
minima inhibitoria (CMI) inferior a 1.000 pg/mL [8]. Esta solucién se incubé con las
suspensiones bacterianas durante el tiempo definido para cada bacteria en las curvas de
crecimiento, a 35 + 2 °C, utilizando Gentamicina sulfato (16 ug/ mL) como control
positivo de actividad antibacteriana. Transcurrido este tiempo, las placas se agitaron
durante 5 min a 100 rpm, se determiné la DOgy en lector de microplacas y se estimé
el porcentaje de inhibicién por comparacién frente al blanco de méximo crecimiento.
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Concentracién minima inhibitoria (CMI)

Se determiné la CMI tomando aquellas concentraciones que presentaron porcenta-
jes de inhibicién superiores al 90%, siguiendo lo establecido por la CLSI con algunas
modificaciones. Brevemente, se incubaron 50 uL de las suspensiones de las cepas bac-
terianas en estudio, por el periodo de tiempo definido para cada bacteria en las curvas
de crecimiento bacteriano, a 35 + 2 °C, en placas de 96 pocillos, con 50 uL de concen-
traciones seriadas entre 1.000 y 50 ug/mL del extracto evaluado. Se sellaron las placas
durante el periodo de incubacion para reducir la evaporacion; al finalizar este tiempo,
se agitaron a 100 rpm durante 5 min y se determind la DOg,, en lector de microplacas.
La CMI se calculé como la minima concentracién del extracto que inhibe el creci-
miento bacteriano y se expres6 en pg/mL [23-26].

Concentracién minima bactericida (CMB)

Para determinar la concentracién del extracto que mostré accién bactericida del creci-
miento bacteriano, en el ensayo de determinacién de la CMI, se tomé un indculo con
un asa estéril y se realizé un subcultivo en placas de Petri con agar MH. Las placas ino-
culadas se incubaron a 35 + 2 °C durante el tiempo adecuado para cada bacteria, luego
del cual se evalud la presencia o no de crecimiento de colonias bacterianas. La CMB se
calculé como la minima concentracién del compuesto que no permite el crecimiento
visible de colonias en la placa de Petri. En caso de observarse crecimiento, se concluye
que esa concentracion del extracto o fraccion produce un efecto bacteriostatico [9].

Analisis estadistico

Los resultados correspondientes a tres ensayos independientes se expresaron como el
promedio * el error estindar de la media (ESM). Para la organizacion de los datos se
empled la hoja de célculo MS Excel 2010, y para los andlisis estadisticos, el paquete
GraphPad Prism V5.00 para Windows.
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REsuLTADOS

Los ensayos de crecimiento revelaron que las cepas de S. aureus, S. epidermidis, K.
preumoniae, P. aeruginosay E. coli alcanzaron la mayor DOy, a las 20 horas; por tanto,
estos fueron los tiempos de punto final de incubacién en los bioensayos de actividad
antibacteriana. Para solubilizar el extracto, se demostré que el DMSO al 1% no inhibié
el crecimiento de ninguna de las cepas; por consiguiente, se eligié utilizar un sistema
caldo: DMSO en proporcién 99:1, para solubilizar el extracto etanélico de R. rhabar-
barum evaluado en este trabajo. Los resultados de la evaluacion de la sensibilidad anti-
bacteriana del extracto etandlico de R. rhabarbarum (tabla 1), permitieron inferir que
el extracto es capaz de inhibir el crecimiento de las cepas bacterianas, tomando como
criterio de seleccidn, aquellos que fueron capaces de inhibir en més de 90% a las cinco
cepas (8. aureus, S. epidermidis, K. pneumoniae, P. aeruginosa y E. coli). Por tanto, se le
determiné la CMIy CMB.

Tabla 1. Sensibilidad antibacteriana del extracto etanélico de R. rhabarbarum.

Porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano
Muestras S. aureus | S. epidermidis | K. pneumoniae | P. aeruginosa E. coli
Extracto etanélico | 93,1 £0,33 | 91,99 + 1,0 90,22 + 0,5 91,00+0,33 | 91,33 +
R. rhabarbarum 0,25
Gentamicina 98,00 £ 0,50 | 98,11 +0,33 97,02 + 0,5 98,99 + 0,5 98,09 +
(control) 0,5

La CMI se determina con la utilizacién de caldo inoculado y estandarizado, al que se
adicionan soluciones del extracto etandlico a diferentes concentraciones, provocando
una dilucién. Los valores se presentan en la tabla 2.

Por su parte, los resultados de la CMB para el extracto etandlico, sugieren que a las
concentraciones evaluadas, su actividad se debe a efectos de tipo bacteriostatico y no
bactericida (tabla 2).
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Tabla 2. Concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima bactericida (CMB)

para extractos frente a S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoniae, P. aeruginosay E. coli.

. CMI CMB
Cepas bacterianas Extracto vegetal
(ug/mL) (ug/mL)
S. aureus 700 > 1.000
S. epidermidis 700 > 1.000
K. pneumoniae 900 5 1.000
. Extracto etandlico R.
P aeruginosa rhabarbarum 800 > 1.000
E. col 900 > 1.000

DiscusiON

El hallazgo de nuevos agentes antibidticos, sean de fuentes naturales o sintéticas, se
ha convertido en una necesidad apremiante para la comunidad médica y cientifica en
general, dada la aparicién cada vez més frecuente de cepas resistentes a las ya existentes
[27]. La especie vegetal que se evalud fue seleccionada teniendo en cuenta su uso como
agente antiséptico tdpico en la medicina tradicional en el departamento del Norte de
Santander. De hecho, los resultados obtenidos (tabla 1) demuestran que el extracto
etandlico de ruibarbo posee actividad antibacteriana.

Diferentes extractos de ruibarbo se han estudiado ampliamente como agentes antibac-
terianos; dentro de ellos, el extracto etandlico de las raices de R. rhabarbarum se evalud
contra 17 cepas bacterianas y uno de hongos, encontrdndose que este posee actividad
antimicrobiana contra todos los microorganismos ensayados [28]. Se ha encontrado,
ademds, que el extracto etandlico posee una actividad prometedora contra varias cepas
de H. pylori, las cepas aisladas de biopsias géstricas (quince de tlcera duodenal, ocho
de tilcera gastrica, cuatro de dispepsia no ulcerosa y tres de carcinoma géstrico) tanto iz
vitro como in vivo [29]. Otras investigaciones se han enfocado en la actividad bioldgica
de los componentes presentes en el ruibarbo, demostrindose que la aloe-emodina, la
rheina y la emodina obtenidas del ruibarbo comercial poseen una actividad antibacte-
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riana significativa contra cuatro cepas de S. aureus resistente a la meticilina (SARM) y
también una cepa de S. aureus sensible a la meticilina (MSSA) [29]. La especie vege-
tal, ademds, contiene derivados del metilantraceno, quinonas, y compuestos fendlicos
reportados como antibacterianos promisorios, que acttan principalmente en la mem-
brana bacteriana, alterando su estructura y haciéndola mds permeable [21, 22]. Los
resultados obtenidos en este trabajo confirman lo anteriormente expuesto; como se
ha establecido, posee una CMI en el rango de 700-900 ug/mL en las cepas evaluadas y
CMB > 1.000 pg/mL, tal vez relacionada con los componentes presentes en el extracto.

De esta manera, se siguen sumando mds pruebas al sostener que los extractos vegetales
son una buena fuente natural y disponible que posibilitara desarrollar diferentes for-
mas farmacéuticas con actividad farmacolégica definida. Por otro lado, estos resultados
pueden servir para comenzar a entender las razones del extenso uso de los extractos
vegetales, es decir: en la medicina tradicional; al mismo tiempo, podemos acercarnos
cada vez mas a la utilizacién de las plantas, como terapia complementaria de las con-
vencionales [21].

En conclusion, el ruibarbo puede ser una fuente para el desarrollo de agentes antibac-
teriales naturales con potencial aplicaciéon en las industrias alimentaria, cosmética y
farmacéutica.
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