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RESUMEN

La aparicibn de microorganismos resistentes y el dificil acceso a la
diversidad de antibidticos aumenta la necesidad de investigar nuevas
alternativas naturales para la elaboracion de nuevos farmacos en el
tratamiento de infecciones bacterianas. Anethum graveolens conocido
popularmente como eneldo, es una planta herbacea perteneciente a la
familia de las Umbeliferas (Apiaceae). La piperacilina es un antibiotico -
lactAmico, que actla inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana. El
sinergismo antibacteriano es la accion combinada y simultanea entre dos o
mas farmacos (agentes antibiéticos) que producen un efecto antibacteriano
mayor que la suma de los efectos de los agentes individuales. Este estudio
tiene como objetivo confirmar la relacion causa-efecto del sinergismo
antibacteriano del extracto de Anethum graveolens y piperacilina contra
algunas cepas bacterianas. El tipo de investigacion es confirmatoria, por lo
gue muestra una relacion causa-efecto. El disefio de este estudio es mixto,
transversal y bivariable. Se determinaron los metabolitos secundarios de los
extractos de hexano y etanol del Anethum graveolens a través de tamizaje
fitoquimico. EI método empleado para la determinacion de la actividad
antibacteriana y el sinergismo fue el de difusion en disco (Kirby-Bauer). En
los resultados se evidencié que la combinacion del extracto de etanol del
Anethum graveolens y Piperacilina present6 un sinergismo infraaditivo en
Staphylococcus aureus y Enterocuccus faecalis, asi mismo se demostré que
en las cepas gramnegativas estudiadas no hubo ningan cambio que
favoreciera o disminuyera la actividad antibacteriana.

Palabras clave: Anethum graveolens, piperacilina, sinergismo, actividad
antibacteriana, extractos, cepas gramnegativas, cepas grampositivas.
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INTRODUCCION

El extracto de distintas plantas aromaticas y medicinales han sido
utilizados para una diversidad de propdsitos por miles de afios dada a su
actividad antibacteriana, siendo incluidos en procesos de conservacion de
alimentos, farmacolégicos y tratamientos medicinales naturales, gracias a
esto representan una alternativa en la salud. Anethum graveolens es una
planta que pertenece a la familia Umbelliferae, originaria en el Mediterrdneo
y Asia occidental. El nombre genérico Anethum es derivado de la palabra
griega anethon y el nombre comun eneldo proviene de la palabra nordica

dylla o dilla, que probablemente significa calmar (Esmail y Snafi, 2014).

Por otra parte, los antibiéticos son sustancias naturales producidas por
microorganismos (hongos y bacterias). Pueden ser sintéticas o semi-
sintéticas con capacidad de matar o impedir el crecimiento de ciertas clases
de microorganismos sensibles, generalmente, se aplica a aquellos farmacos
usados en el tratamiento de infecciones por bacterias, de ahi que se les
conoce como antibacterianos (Organizacion Panamericana de la Salud,
2022). La Piperacilina es un antibiotico betalactamico y comunmente es
administrado en forma conjunta a un inhibidor betalactamasa que es utilizado
para el tratamiento de infecciones provenientes de gérmenes gramnegativos,
grampositivos y anaerdbicos, semejante al de otras penicilinas (Comité de

Medicamentos de la Asociacion Espafiola de Pediatria, 2021).

Asimismo, se entiende por interaccion farmacologica la modificacion del
efecto de un farmaco causada por la administracion simultanea de otro
farmaco, plantas medicinales, alimentos o agentes ambientales, entre ellos
encontramos el sinergismo, que se puede describir como la accién

combinada y simultanea entre dos o mas farmacos que producen un efecto


https://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
https://es.wikipedia.org/wiki/Infeccion
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria

que es mayor que la suma de los efectos de los agentes individuales.
(Flores, Ochoa, Lopez, Trejo y Morelos, 2016).

La importancia de esta investigacion se centra en el hecho que en los
ultimos afios se ha venido observando la existencia de nuevos agentes
patégenos que han presentado resistencia a muchos farmacos, creando un
problema de salud publica por el poco acceso a la diversidad de antibioticos,
por ende se crea una necesidad en la que se centra la comunidad cientifica
para la busqueda de nuevas soluciones a esta problematica, razén por la
cual el sinergismo es cada vez mas nombrado como la nueva
alternativa para la elaboracion de nuevos farmacos en el tratamiento de
infecciones bacterianas. El objetivo general de esta investigacion es
confirmar la relacion causa-efecto del sinergismo antibacteriano de los
extractos de Anethum graveolens y Piperacilina contra algunas cepas

bacterianas.

Esta investigacion estd estructurada por cinco capitulos. El primero
titulado EI Problema, que comprende: Planteamiento del Problema,
Justificacion e Importancia de la Investigacién, Objetivos, Alcances y
Limitaciones. El segundo capitulo, titulado Marco Teorico esta conformado
por los Trabajos Previos, Antecedentes Histéricos, Bases Tedricas,
Definicion Operacional de Términos, Operacionalizacion de las Variables e
Hipétesis. El tercer capitulo, titulado Marco Metodolégico esta ordenado con
los siguientes subtitulos: Tipo de Investigacion, Disefio de la Investigacion,
Poblacion y Muestra, Sistema de Variables, Disefio de Andlisis, Instrumento
de Recoleccion de Datos, Procedimiento de la Investigacion y Disefio de
Analisis. El cuarto capitulo titulado, Resultados y Discusiones. Y el ultimo
capitulo titulado, Conclusiones y Recomendaciones.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

El efecto sinérgico se puede describir como la acciébn combinada y
simultdnea entre dos o mas farmacos que producen un efecto que es mayor
gue la suma de los efectos de los agentes individuales (Flores y cols. 2016).
Al combinar farmacos se puede obtener cualquiera de los casos de
sinergismo, es decir, aditivo, supraaditivo o infraaditivo. El aditivo se refiere a
que el efecto alcanzado con la combinaciones igual a la suma de los efectos
de los farmacos cuando se administran por separado; el supraaditivo es
aquel donde el efecto de la combinacién es mayor que la suma de los
efectos de los farmacos en administracion individual, el infraaditivo es
cuando la combinacion presenta un efecto menor al observado con la
administracion individual de los farmacos (Diaz, Galvan, Lopez y Carrillo.
2008).

El extracto de distintas plantas aromaticas y medicinales han sido
utilizados para una diversidad de propdsitos por miles de afios, dada a su
actividad antibacteriana, siendo incluidos en procesos de conservacion de
alimentos, procesos farmacoldgicos y tratamientos medicinales naturales,

gracias a esto representan una alternativa en la salud.

El Anethum graveolens, pertenece a la familia Umbelliferae, se origin6 en
el Mediterraneo y Asia occidental. El nombre genérico Anethum es derivado

de la palabra griega anethon y el nombre comin eneldo proviene de la



palabra nordica dylla o dilla que probablemente significa calmar (Esmail y
Snafi, 2014). Es una planta con muchas utilidades a nivel mundial, desde el
nivel culinario hasta tratamientos terapéuticos y usos medicinales. Desde
hace algunos afios se ha comenzado a estudiar las caracteristicas y los
posibles usos del extracto derivado de esta planta, comprobandose de esta
manera su importante actividad antioxidante, antibacteriana, antifngica,

insecticida, anticancerosa y anti-hipercolesterolémica (Esmail y Snafi, 2014).

La Piperacilina es una penicilina semi-sintética de amplio espectro que
ejerce su actividad bactericida mediante la inhibicién de la sintesis de la
pared celular y de los septos. Comunmente es administrado conjunto a un
inhibidor de beta-lactamasas, que amplia el espectro del antibiético de forma
que incluye numerosas bacterias productoras de beta-lactamasas que han
adquirido resistencia a Piperacilina sola (Comité de Medicamentos de la

Asociacion Espafola de Pediatria, 2021).

Dados los efectos antibacterianos similares que existen tanto en el
extracto de Anethum graveolens como en la Piperacilina, se pueden utilizar
juntos con el fin de hacer frente ante algunas bacterias gramnegativas
(Klepsiella pneumoniae, Escherichia coli, y Pseudomonas aeruginosa) y
bacterias grampositivas (Staphylococcus aureus y Enterocuccus faecalis)

gue anteriormente hayan presentado resistencia a multiples farmacos.

Asi pues, ante la existencia de nuevos agentes patdgenos que han
presentado resistencia a muchos farmacos, creando un problema de salud
publica por el poco acceso a la diversidad de antibioticos, por ende, se crea
una necesidad en la que se centra la comunidad cientifica para la busqueda

de nuevas soluciones a esta problematica.



Los siguientes autores describen la situacion actual del problema:

Bairan, Chavez, Romero y Torres (2022) nos resefian que los antibiéticos
a lo largo del tiempo han representado uno de los mas grandes avances en
la medicina, debido a que estos farmacos han servido para el tratamiento de
las diversas enfermedades infecciosas; sin embargo, estos se comenzaron a
utiizar de una manera desmedida al grado de generar que diversos
microorganismos se volvieran resistentes ante la presencia de estos agentes.
Este fendmeno es lo que llamamos resistencia bacteriana, y a pesar de ser
un proceso natural, se ha acelerado por el uso y consumo inadecuado de los
antibiéticos, por lo que en los Ultimos afios la resistencia bacteriana se ha

convertido en una de las principales amenazas para la salud publica mundial.

Chahal, Monika, Kumar, Bhardwaj y Kaur (2017) nos resefian que la
revision de la literatura sobre el eneldo muestra que el Anethum graveolens
es una planta con una amplia gama de compuestos biolégicamente activos,
los cuales poseen un amplio espectro de actividades biolégicas tales como
antimicrobiana, insecticida, antioxidante, antiinflamatoria,
antihiperlipedémica, diurética, etc. Esta planta representa una gran promesa
para el desarrollo de nuevos farmacos para tratar diversas enfermedades
como resultado de su eficacia y seguridad.

Por otro lado, Mustafa (2018) nos refiere que actualmente, la busqueda
de nuevos agentes antimicrobianos como las plantas medicinales se ha visto
obligada por el aumento de la resistencia a los antibidticos en los ultimos
afos. Una de las plantas medicinales es el eneldo que tiene una larga
historia de cultivo, uso como hierba culinaria y medicinal. El extracto de
eneldo presenta actividades antibacterianas que ayudan a combatir bacterias
que presentan resistencia a antibioticos.



Después de lo anteriormente expuesto se redacta el siguiente enunciado

holopraxico:

¢,Cual es la relacion causa-efecto del sinergismo antibacteriano de los
extractos de Anethum graveolens y Piperacilina contra cepas gramnegativas

y grampositivas?

Justificacién de la Investigacion

La investigacion realizada esta centrada en el hecho que en los ultimos
afos se ha venido observando la existencia de nuevos agentes patdgenos
gue han presentado resistencia a muchos farmacos, creando un problema de
salud publica por el poco acceso a la diversidad de antibiéticos, asi como
también por el uso irracional e inadecuado de los mismos, por ende se crea
una necesidad en la que se centra la comunidad cientifica para la busqueda
de nuevas soluciones o alternativas a esta problemética, razon por la cual el
sinergismo es cada vez mas nombrado como la nueva alternativa para la
elaboracion de nuevos farmacos en el tratamiento de infecciones bacterianas

(Guevara, Sahai y Tedesco, 2015).

El extracto de Anethum graveolens representa una potencialidad a la hora
de combatir microorganismos ya que este personifica una alternativa natural
en la salud, especialmente para combatir el desabastecimiento y poca
accesibilidad de medicamentos que presenta Venezuela en la actualidad.
Nos propusimos investigar utilizando como componentes del sinergismo el
extracto de A. graveolens y un antibiético como la Piperacilina, ya que ambos
tienen una similitud en cuanto a su accion bioldgica, debido a que estos
poseen una actividad antibacteriana importante en cuanto a cepas

grampositivas y gramnegativas, por lo tanto, se espera que al combinarlos



se obtenga un efecto mayor que al ser administrados en forma individual
(Esmail y Snafi, 2014; Comité de Medicamentos de la Asociacion Espafiola
de Pediatria, 2021).

Objetivos de la Investigacion
Objetivo General

Confirmar el sinergismo antibacteriano del extracto de Anethum

graveolens y Piperacilina contra cepas gramnegativas y grampositivas.

Objetivos Especificos

e Preparar los extractos de hexano y etanol de las partes aéreas
(hojasy flores) de Anethum graveolens mediante la técnica de reflujo.

e Determinar cualitativamente la presencia de algunos metabolitos
secundarios presentes en los extractos obtenidos por tamizaje
fitoquimico.

e Evaluar el efecto sinérgico antibacteriano del extracto de etanol de
Anethum graveolens y Piperacilina contra cepas gramnegativas y

grampositivas.

Alcances y Limitaciones de la Investigacion
Alcances

Conocer los componentes presentes en los extractos de hexano y etanol de
las hojas y flores del Anethum graveolens, la cual representa el primer
estudio de los compuestos quimicos de esta especie en el estado Mérida,

Venezuela. Ademas, de determinar la actividad antibacteriana y sinergismo



en combinacion con la Piperacilina, esto con la finalidad de promover
alternativas terapéuticas basadas en productos naturales. Asimismo, aportar
nuevos conocimientos que ayuden a la comunidad cientifica en futuras
investigaciones.

Limitaciones

El desarrollo de esta investigacion tuvo como limitante la dificil adquisicion
del antibidtico (Piperacilina), ya que actualmente en Venezuela se presenta
una escasez de medicamentos, aunado a ello los elevadoscostos que estos
presentan dificultan su obtencion, por otra parte, el fallo constante en los
servicios basicos como la falta de electricidad, agua, gas y transporte publico

presentaron limitaciones durante el proceso de investigacion.



CAPITULO II
MARCO TEORICO
Trabajos Previos

Silva en el 2022 realizé un trabajo de investigacion titulado “Optimizacion
del proceso de extraccion hidroalcoholica a partir del eneldo (Anethum
graveolens) en funcién del contenido de polifenoles totales y actividad
antioxidante”. Su objetivo fue optimizar el proceso de extraccion
hidroalcohodlica a partir del eneldo (Anethum graveolens) en funcion del
contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante. Se utilizé un
proceso de extraccion hidroalcohdlica, mediante un proceso de maceracion,
eliminando los residuos a partir de una bomba al vacio. Se determiné el
tamizaje fitoquimico mediante pruebas de precipitacion y coloracién,
finalmente se realiz6 la determinacion de antioxidantes y la determinacion del
contenido de polifenoles. En los resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico
realizado se detectaron metabolitos secundarios entre ellos compuestos
grasos, triterpenos/esteroides, compuestos fendlicos, flavonoides, quinonas,
mucilagos y principios amargos. Para cuantificar el contenido de polifenoles
totales y la capacidad antioxidante de las diferentes corridas experimentales
se utilizaron los ensayos de Folin Ciacalteu y Frap respectivamente. En los
valores experimentales se obtuvieron en polifenoles totales (12,9812 mg
GAE/qg) y actividad antioxidante (423. 998 umolFe2+/g). Este trabajo guarda
relacion con nuestra investigacion debido a que se demuestra la variedad de

compuestos quimicos que presenta la especie Anethum graveolens.

Mustafa (2018) publico un trabajo titulado: “Aislamiento e identificacion de



Burkholderia mallei y su susceptibilidad a extractos de Anethum graveolens”.
El objetivo fue: Evaluar el aislamiento e identificacion de Burkholderia mallei
y su susceptibilidad a extractos de Anethum graveolens. Los procedimientos
gue se realizaron fueron: sistema VITEK 2 Compact y la técnica de PCR para
la identificacion de Burkholderia mallei (bacilo gramnegativo). Para el test de
susceptibilidad se manejo el método de difusion en disco Kirby-Bauer,
utiizando diez antibidticos (amoxicilina, ampicilina, cloranfenicol,
gentamicina, ciprofloxacina, levofloxacina, amoxicilina-acido clavulanico,
imipenem, ceftazidima y norfloxacina), ahora para el estudio del efecto
antibacteriano del extracto de Anethum graveolens se utiliz6 el método de
dilucion en caldo. Los resultados fueron: Burkholderia mallei aislado era
absolutamente resistente a la norfloxacina y 100 % sensible al imipenem y la
ceftazidima, se estudié la actividad antibacteriana de extractos acuosos y
alcoholicos de Anethum graveolens contra B. mallei. Los resultados de la
concentracibn minima inhibitoria (CMI) mediante el uso del método de
dilucién del caldo revelaron que el extracto alcohdlico y el extracto acuoso
exhibian inhibicion del crecimiento de B. mallei y la CMI era de 0,8 y 1
mg/mL, respectivamente. Este trabajo guarda relacibn con nuestra
investigacion, ya que en este estudio se demostr6 la actividad
antibacteriana que poseen los extractos de Anethum graveolens.

Bezalwar y Charde realizaron un trabajo de investigacion en el afio 2019
titulado “Estudio sobre la accién sinérgica de extractos de semillas de
Coriandrum sativum sobre antibiéticos contra Pseudomonas aeruginosa
multirresistente. El objetivo de este estudio fue evaluar el sinergismo en
extractos de semillas de Coriandrum sativum combinados con antibioticos
para tratar Pseudomonas aeruginosa multiresistente. Se recolectaron
asépticamente diferentes muestras clinicas como orina, pus, sangre y

esputo; de diferentes patologias, para finalmente aislar, identificar y analizar
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su patron de resistencia a 22 antibiéticos. Se utilizaron los 5 aislamientos que
presentaron mas resistencia a los antibidticos expuestos (cefotaxime,
doriperem, polimixina, azlocilina, gentamicina, levofloxacina, Mezlocillin,
cefoperazone, ceftazidime). Para el extracto de Coriandrum sativum se
manejo el método de Soxhlet y proceso de maceracién en diferentes
disolventes; éter de petrdleo, cloroformo, acetona, metanol y agua. En cuanto
a la prueba de la actividad sinérgica, se utilizé la combinacion de 100uL del
extracto junto con 15 mL de agar de alta sensibilidad, luego de la
solidificacion de estos medios se empled 100uL del inoculo y se esparcieron
por toda la placa, posteriormente se colocaron los discos de antibidticos y
finalmente se sometid a incubacion a 37°C de 18-24 horas. Resultados
obtenidos determinaron que el extracto pudo aumentar la actividad
antibacteriana de un total de 8 antibidticos que son; cefotaxime, doriperem,
polimixina, azlocilina, levofloxacina, mezlocillin, cefoperazone y ceftazidime.
Este trabajo guarda relacion con nuestra investigacion dado que el
Coriandrum sativum es una planta perteneciente a la familia de las
Umbeliferas (Apiaceae), por lo tanto, nos da un indicio de que los extractos
de plantas pertenecientes a esta familia pueden dar resultados positivos al

combinarse con un antibiético, aumentando asi su poder antibacteriano.

Calcina y Pacha (2018), publicaron: “Actividad antibacteriana in vitro de
antibioticos de uso comun en combinacion con extractos de plantas frente a
bacterias patdogenas farmacorresistentes”. El objetivo fue: Evaluar la actividad
antibacteriana in vitro de antibiéticos de uso comun en combinacion con
extractos de plantas frente a bacterias patégenas farmacorresistentes. El
procedimiento fue: El método de maceracién, microdilucién en caldo, pozo-
placa de Kirby Bauer y difusion en disco de Kirby Bauer, los cuales se
realizaron mediante la utilizacion de extractos de ajo, kibn, manzanilla y

eucalipto, en combinacion con vancomicina, gentamicina, penicilina,
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amoxicilina, cloranfenicol, ciprofloxacina y sulfametoxazol/trimetropim frente a
cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Concluyeron: La
concentracién minina inhibitoria (CMI) de los extractos metandlicos del ajo,
kion, manzanilla y eucalipto frente a Escherichia coli farmacorresistente fue
de 0,032; 0,016; 0,008 y 0,004 mg/mL respectivamente; la CMI para los
extractos del ajo, kidn, eucalipto y manzanilla frente a cepas de S. aureus
farmacorresistente fue de 0,008; 0,0005; 0,00025 y 0,00006 mg/mL
respectivamente. El extracto metandlico del eucalipto mostré el mejor efecto
antibacteriano con un promedio de 26,98 mm frente a S. aureus
farmacorresistente, seguido del extracto de manzanillacon 24,6 mm. A su
vez el extracto de eucalipto mostr6 un promedio de 8,6 mm de halos de
inhibicion frente a E. coli farmacorresistente. En cuanto a los antibidticos
utilizados (sin combinacion) sus resultados fueron que la penicilina obtuvo
un halo de inhibicion de 7 mm, amoxicilina un halo de 7 mm, el cloranfenicol
de 28 mm y finalmente el trimetoprim/sulfametoxazol con un halo de 27 mm.
En las combinaciones de los extractos con los antibidticos frente a S. aureus
farmacorresistente, el mejor efecto antibacteriano fue mostrado por la
penicilina con el extracto de eucalipto con 29 mm; el cloranfenicol con el
extracto de ajo con 34,075 mm; asi mismo, el sulfametoxazol/trimetoprim con
el extracto de ajo 33,58 mm; la ciprofloxacina con el extracto de eucalipto con
28,5 mm de halos de inhibicion. El cloranfenicol en combinacion con el
extracto de kibn mostrd la mejor inhibiciébn con 29,23 mm frente Escherichia
coli farmacorresistente. Este trabajo guarda relacién con nuestro estudio en
que los autores manejan el sinergismo de extractos de plantas medicinales

en conjunto con la utilizacién de antibiéticos frente a bacterias.
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Antecedentes Historicos

La utilizacién de plantas para curar las enfermedades es tan vieja como la
raza humana. El hombre ha dependido siempre, para su alimentacion, del
mundo vegetal, asi que inevitablemente tuvo que darse cuenta de que
después de ingerir determinadas plantas se sentia de otra forma: con lo que
también se desarroll6 una medicina basada en las plantas. Segun los
arqueodlogos que han estudiado las pinturas rupestres de las cuevas de
Lascaux (Francia), las plantas se usaban con fines terapéuticos aun en los
afos 1800 a.C. El herbario mas antiguo, se le conoce con el nombre de Pen
Tsao, o Gran Herbal, que se encuentra ubicado en China, el cual fue
compilado bajo Shen Nung, un emperador que vivié entre el 1000 y 700 a.C.

en el que se mencionan mas de 350 plantas medicinales (Ryman, 1995).

Durante la Segunda Guerra Mundial, los extractos fueron utilizados como
desinfectantes y antisépticos, para fumigar los pabellones de los hospitales y
esterilizar el instrumental quirdrgico. De la misma manera los médicos en
tiempos de guerra utilizaban estos extractos para poder evitar la gangrena,
curar quemaduras y sanar heridas, en breves espacios de tiempo (Ryman,
1995).

En estos momentos el firme desarrollo tecnolégico ayudé no solo una
mejor utilizacion de estos conocimientos, sino también a una mayor
comprension de sus virtudes y posibilidades. Lo que actualmente se busca
con esto, es el aprovechamiento de estos productos naturales procurando
obtener un mayor efecto con la menor injerencia en su sustentabilidad. Pero
también la tecnologia actual busca cada vez mas especificidad y diversidad

de efectos (Bandoni, Retta, Baren y Di Leo Lira, 2009).
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Los antibiéticos han tenido un papel méas fuerte en la medicina desde su
descubrimiento en 1928 por el joven escocés, Alexander Fleming, la historia
dice que investigaba en un laboratorio del hospital Saint Mary de Londres,
coémo luchar contra enfermedades infecciosas y, ante todo, como eliminar
bacterias patdégenas, observando que un cultivo de Staphylococcus aureus
se habia lisado al caérsele un moco. Asi descubrié el rol antiséptico de la
lisozima y su presencia en varios exudados naturales. Como este compuesto
no resultd suficientemente activo como agente terapéutico, continué sus
ensayos y asi fue como se encontraba en 1928 sembrando esas mismas
bacterias en una caja de Petri. Mas tarde la placa mostraba, ademas de las
colonias esperables, la presencia de un hongo invasor. Alrededor del hongo.
Sospeché que del hongo debia difundir una sustancia inhibitoria. Asi fue
como se descubrio el primer antibiético (AB), y se lo nombré Penicilina por el

hongo Penicillium (Sanchez, 2006).

Son los trabajos posteriores realizados por Howard Florey y Ernst Chain
los que permitiran purificar la penicilina. Su enorme perfil terapéutico solo se
pondria en marcha durante la segunda guerra mundial. Fueron las
necesidades de combatir las numerosas infecciones generadas por las
mutilaciones las que impulsaron a la industria farmacéutica, principalmente
en EE. UU y a las instituciones académicas a emprender el estudio de esta
sustancia. Se habl6 del mayor milagro y se salvaron millones de vidas
(Sanchez, 2006).

Bases Teodricas
Interacciones farmacoldgicas

Por interaccion farmacologica se entiende la modificacion del efecto de un

14



farmaco causada por la administracién simultdnea de otro farmaco, plantas
medicinales, alimentos o agentes ambientales. Las interacciones entre dos
medicamentos pueden originar efectos deseados o indeseados, pudiendo
dar como resultado lo siguiente: Sinergismo, Dos farmacos en administracion
conjunta producen un efecto mayor que la suma de cada uno de ellos
cuando se administran por separado. Adicion o suma, La suma del efecto de
cada farmaco administrado por separado es igual al efecto que produce la
combinacion. Potenciacion, un farmaco carece de efecto o éste es
demasiado bajo, pero al administrarlo en combinacion se incrementa el
efecto del otro farmaco. Antagonismo, un medicamento interfiere en la
accion de otro provocando una disminucion del efecto (Flores, Ochoa,
Lépez, Trejo y Morelos, 2016).

Sinergismo

Segun Diaz y cols. (2008), el efecto sinérgico antibacteriano o sinergismo
antibacteriano es la acciébn combinada y simultanea entre dos o0 mas
farmacos (agentes antibiéticos) que, producen un efecto antibacteriano que
es mayor que la suma de los efectos de los agentes individuales. Al
combinar farmacos se puede obtener cualquiera de los casos de sinergismo,
es decir, aditivo, supraaditivo o infraaditivo. El aditivo se refiere a que el
efecto alcanzado con la combinacién es igual a la suma de los efectos de los
farmacos cuando se administran por separado; el supraaditivo es aquel
donde el efecto de la combinacién es mayor que la suma de los efectos de
los farmacos en administracion individual; el infraaditivo es cuando la
combinacion presenta un efecto menor al observado con la administracion

individual de los farmacos.
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Actividad biologica de los fitoquimicos

Se refiere al estudio cualitativo y cuantitativo de todos los metabolitos de
un organismo, por ejemplo, una planta o un ser humano. En el caso de una
planta se pueden realizar estudios de la composicidn quimica durante su
desarrollo. Nos da informacién muy detallada sobre un gran namero de
compuestos que se encuentran en un organismo en un momento dado al
nivel de proteina, el ADN o los compuestos primarios y secundarios. Lo
central es que ya no se aislan unos compuestos individuales, sino que se

realiza un analisis mas o menos completo de un organismo (Heinrich, 2005).

Muchas clases de plantas contienen fitoquimicos que se caracterizan por
ser componentes bioactivos que exhiben propiedades farmacoldgicas.
Algunos fitoquimicos estan presentes en alimentos funcionales de vegetales
comestibles. Los alimentos funcionales de origen vegetal son componentes
usuales de la dieta que ademéas de exhibir propiedades nutritivas poseen
efectos terapéuticos asociados a su contenido de fitoquimicos. Los
fitoquimicos presentes en alimentos funcionales de origen vegetal son de
especial interés en la industria farmacéutica para la obtencién de farmacos
inocuos y efectivos para el tratamiento de diversas enfermedades. La
aplicacidon racional de componentes bioactivos de plantas comestibles como
farmacos demanda un conocimiento profundo de sus propiedades
farmacologicas para estimar sus efectos terapéuticos y potencial toxicidad

(Drago, L6pez y Sainz, 2006).

Una amplia variedad de vegetales es altamente apreciada por su
potencial terapéutico atribuido al contenido de componentes conocidos como
fitoquimicos bioactivos. En la industria farmacéutica las plantas son la
materia prima mas importante para la obtencion de drogas
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quimioterapéuticas ya que exhiben efectos farmacologicos aplicables para el
tratamiento de infecciones bacterianas, fungicas y enfermedades crénico
degenerativas como diabetes y cancer. A fin de obtener principios activos
medicinales inocuos y eficaces, se ha intensificado la busqueda de
fitoquimicos de origen vegetal derivados de vegetales considerados como
alimentos funcionales (Drago, Lépez y Sainz, 2006).

Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son todos esos compuestos que no se
forman a partir de principales vias metabdlicas de todos los organismos
(Stoessl, 1983). Las plantas son fuente de una amplia variedad de
compuestos quimicos, conocidos como metabolitos secundarios, que son
utilizados como farmacos, pesticidas, colorantes, saborizantes y fragancias,
entre otros. Comunmente, estos compuestos se extraen de plantas silvestres
o cultivadas, lo que tiene una serie de desventajas. Su acumulacion en las
plantas es baja y lenta, ya que esta regulada espacial y temporalmente. Es
decir, ocurre en células, érganos y tejidos especificos, en fases determinadas
del ciclo de vida de la planta, bajo condiciones estacionales o de estrés

(Verpoorte y Alfermann, 2000).

Estos también reciben la denominacion de productos naturales y tienen
un importante y significativo valor medicinal, derivado éste ultimo de su uso
en la industria cosmética, alimentaria, farmacéutica. Un gran ndimero de
estos productos naturales, que ya se usaban en la medicina antigua como
remedios para combatir enfermedades, se utilizan en la actualidad como
medicamentos, resinas, potenciadores de sabor, aromas, colorantes, etc. Se
agrupan en cuatro clases principales que son los terpenos, compuestos

fendlicos, glicésidos y alcaloides (Garcia y Pérez, 2009).
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Terpenos

Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de
metabolitos secundarios. La ruta biosintética de estos compuestos da lugar
tanto a metabolitos primarios como secundarios de gran importancia para el

crecimiento y supervivencia de las plantas (Garcia y Pérez, 2009).

Los terpenos se clasifican por el nUmero de unidades de isopreno (Figura
1) (C5) que contienen: los terpenos de 10 C contienen dos unidades C5 y se
llaman monoterpenos (como el L (+) limoneno, ver figura 2); los de 15 C
tienen tres unidades de isopreno y se denominan sesquiterpenos, y los de 20
C tienen cuatro unidades C5 y son los diterpenos. Los triterpenos tienen 30
C, los tetraterpenos tienen 40 C y se habla de politerpenos cuando contienen

mas de 8 unidades de isopreno (Garcia y Pérez, 2009).

Los esteroides son derivados de triterpenos con una estructura tetraciclica
que consta de tres anillos de seis miembros y un anillo de cinco miembros
todos fusionados. Las estructuras que presentan un grupo alcohol en los

esteroides son conocidas como esteroles (Ochoa y Sarmiento, 2018).

Farmacologicamente los triterpenoides y esteroides han sido estudiados
por su actividad citotéxica, actividad antimicrobiana, anticonceptiva y
antiinflamatorios (Ochoa y Sarmiento, 2018).
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Figura 1. Estructura del Isopreno Figura 2. Estructura del L (+)
limoneno

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
Compuestos fendlicos

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que
contienen un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos
fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un
anillo aromatico con un grupo hidroxilo (Garcia y Pérez, 2009).

Desde el punto de vista de la estructura quimica, son un grupo muy
diverso que comprende desde moléculas sencillas como los acidos fendlicos
hasta polimeros complejos como los taninos y la lignina. En el grupo también
se encuentran pigmentos flavonoides, asi como también las cumarinas.
Muchos de estos productos estan implicados en las interacciones planta-

herbivoro (Garcia y Pérez, 2009).

Flavonoides

Son compuestos caracterizados por una estructura benzo-y-pirano,
compuesto por dos anillos aromaticos unidos por un anillo pirano, dejando un
esqueleto de difenilpiranos C6-C3-C6, los cuales estan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal. Los flavonoides poseen propiedades
antioxidantes asi mismo poseen un poder vasoconstrictor a concentraciones

activas bajas sobre el musculo liso vascular (Ochoa y Sarmiento, 2018).
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Se clasifican en funcion del grado de oxidacion del puente de tres
carbonos, siendo las principales antocianinas (pigmentos), flavonas como la
crisina (1), flavonoles como la quercetina (2) e isoflavonas como la elongatina
(3), ver figura 3 (Garcia y Pérez, 2009).

Crisina (1) Quercetina (2) Elongatina (3)

Figura 3. Estructura de Flavonoides
Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.

Taninos

Son compuestos fendlicos poliméricos que se unen a proteinas
desnaturalizdndolas (Garcia y Pérez, 2009). Presentan actividad
antimicrobiana contra bacterias, hongos y levaduras, ademas muestras
actividades contra parasitos como nematodos gastrointestinales al igual que
helmintos, dependiendo de la estructura es util contra diferentes virus
(Sanchez y Garcia, 2022).

Cumarinas

Estructuralmente poseen un anillo aromatico unido a un anillo de pirano
(figura 4). Se clasifican en simples, furanocumarinas, piranocoumarinas y
diversas. Las cumarinas son de gran interés debido a sus propiedades
farmacoldgicas en particular, fisioldégica, bacteriostatica y la actividad

antitumoral (Ochoa y Sarmiento, 2018).

20



O
o~ o
Figura 4. Estructura general de las cumarinas
Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022

Glicésidos

Los glicésidos (figura 5) son metabolitos vegetales de gran importancia.
Su nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una
molécula de azUcar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo.

Existen tres grupos de glicésidos de particular interés: saponinas, glicosidos

cardiacos y glicésidos cianogénicos (Garcia y Pérez, 2009).

Figura 5. Estructura general de glicésidos
Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.

Saponinas

Se encuentran como glicosidos esteroideos o bien glicésidos triterpenos.
Son por tanto triterpenoides o esteroides que contienen una o0 mas moléculas
de azucar en su estructura. Se pueden presentar como agliconas, es decir,
sin el azucar (el terpeno sin el azucar, por ejemplo), en cuyo caso se
denominan sapogeninas. La adicion de un grupo hidrofilico (azltcar) a un
terpenoide hidrofébico da lugar a las propiedades surfactantes o detergentes

similares al jabon que presentan las saponinas (Garcia y Pérez, 2009).

Sus propiedades farmacoldgicas en los seres humanos radican en la
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capacidad expectorante, diurética y reduciendo la fragilidad de las venas.
Adicionalmente sirven como detergentes y emulsionantes. Las saponinas
esteroidales se utilizan como materia prima para la sintesis de principios
activos esteroideos que funcionan como antiinflamatorios, androgenos,

estrégenos, anticonceptivos (Sanchez y Garcia, 2022).

Alcaloides

Los alcaloides son una gran familia de metabolitos secundarios que tienen
en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un
atomo de nitrégeno en la molécula, y exhiben actividad biol6gica. La mayoria
son heterociclicos, aunque algunos son compuestos nitrogenados alifaticos
(no ciclicos) como la mescalina o la colchicina, por ejemplo. Se sintetizan
normalmente a partir de lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos como la
nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina (Garcia y Pérez,
2009).

En la industria farmacéutica los alcaloides han sido importantes debido a
las diferentes actividades farmacologicas que presentan como, por ejemplo,
reducen la presion sanguinea, estimulan la circulacion y la respiracion y otros

son antitumorales y analgésicos (Ochoa y Sarmiento, 2018).

Extractos

Los extractos son preparados concentrados de consistencia solida, liquida
o intermedia, derivados generalmente de material vegetal desecado, se
obtienen al evaporar parcial o totalmente el disolvente en los liquidos
extractivos de origen vegetal. Los extractos segun su consistencia y

concentracién de principio activo se clasifican en: extractos fluidos, secos,
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blandos y los crioextractos (Carrion y Garcia, 2010).

Métodos para la Obtencion de los Extractos
Extraccion Sélido-Liquido

Se denomina a la separacion preferencial de uno o mas componentes de

una mezcla soélida por disolucion en un solvente liquido (Guerra, 2005).

Extraccién con Disolventes

En el método de extraccion con disolventes volatiles, la muestra seca y
molida se pone en contacto con disolventes organicos tales como alcohol y
cloroformo, entre otros. Estos disolventes solubilizan la esencia, pero
también solubilizan y extraen otras sustancias tales como grasas y ceras,
obteniéndose al final una oleorresina o un extracto impuro. Se utiliza a escala
de laboratorio porque a nivel industrial resulta costoso por el valor comercial
de los disolventes, porque se obtienen esencias contaminadas con otras
sustancias, y ademas por el riesgo de explosiéon e incendios caracteristicos
de muchos disolventes organicos volatiles (Martinez, 2003). Los disolventes
derivados de petrdleo, como éter dietilico, ciclohexano, hexano, acetato de
metilo, propanol, etc., son téxicos al inhalarlo y al contacto con la piel, y
dependiendo del tiempo de exposicion sera la gravedad de los efectos. Los
extractos obtenidos con este tipo de disolvente suelen ser mas oscuros, ya
gue llegan a arrastrar algunos pigmentos, su solubilidad en alcohol diluido es
menor y se recuperan muchos compuestos de tipo aroméatico. Los restos de
disolvente deben separarse a temperatura baja (Ortufio, 2006).
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Extraccion por Reflujo en Caliente

Es una técnica que se utiliza en los laboratorios experimentales, es
empleada para producir el calentamiento de reacciones que tienen lugar a
temperaturas mas altas que la temperatura ambiente y en las cuales se debe
mantener un volumen constante durante toda la reaccion. A través de este
proceso se impide la perdida de disolvente, y por lo tanto, no se libera éste a
la atmosfera. El procedimiento de reflujo inicia con el acoplamiento de un
matraz que contenga la reaccion a tratar, a una de las bocas del tubo
refrigerante del reflujo. Segun va produciéndose el calentamiento del matraz,
la temperatura también aumenta con lo que se produce la evaporizacion del
disolvente. Dichos vapores ascienden poco a poco por el cuello del matraz,
hasta llegar al tubo refrigerante, donde tiene lugar la condensacion de éstos,
debido a la accidon que produce el agua fria que se encuentra circulando
porel exterior del tubo, para seguidamente, volver de nuevo al matraz.
Esto provoca un reflujo continuado de disolvente, el cual se mantiene

constanteen la reaccién, en cuando a su volumen se refiere (Méndez, 2010).

Concentracion de los Extractos Mediante Rotavapor

Este procedimiento consiste en evaporar el solvente mediante una
combinacion de temperatura provista por un bafio calefactor y la generacion
de presion de vacio. Se produce una rotacién que aminora el peligro de
ebullicion y se acelera la evaporacion mediante el aumento de la superficie

de la solucién (Carrién y Garcia, 2010).
Tamizaje Fitoquimico

Permite determinar cualitativamente los principales grupos quimicos

presentes en una planta y a partir de alli, orientar la extraccion y/o
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fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor
interés. Consiste en la extraccion de la planta con solventes apropiados y la
aplicacion de reacciébn de color y precipitacion. Debe de permitir la
evaluacion rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo
(Palacios, 2013).

Pruebas de Identificacion

Estas pruebas comprenden coloracion, de precipitacién, fluorescencia,
microsublimacion, cromatografia, que permiten detectar sustancias quimicas

caracteristicas de una planta (Palacios, 2013).

Reconocimiento de Alcaloides

Los alcaloides son sustancias basicas que contienen nitrégeno en un
anillo heterociclico, son derivados de aminoacidos y se encuentran en
las plantas superiores de un acido orgéanico. El reconocimiento es basado en
la capacidad que tienen los alcaloides de formar precipitados con reactivos
como el mercuriyoduro, producto de la combinacién de este con el yodo y
métales pesados de potasio (de Mayer) y yoduro de bismuto (Dragendorff).
Estos precipitados formados por la reaccion que se plantea suelen ser de un
color pardo (Coy, Parray Cuca, 2014).

Esta reaccion tiene su fundamento en que el yoduro de potasio reacciona
con cloruro mercurico, forma un precipitado rojo de yoduro mercurico, este es
soluble en exceso de iones de yoduro y forma un aniébn complejo incoloro. La
solucion alcalina de este complejo sirve para descubrir indicios de amoniaco.
En esta reaccion se forma el compuesto de color pardo oxiyoduro mercuri

amoniaco, que es soluble en exceso de complejo, generando un color
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amarillo (Coy, Parra y Cuca, 2014)

Reconocimiento de Compuestos fendlicos

Su reconocimiento se efectta mediante la “prueba del cloruro férrico” es
una prueba colorimétrica tradicional para fenoles, que usa una disolucion al 1
% de cloruro de hierro (lll) que ha sido neutralizada con hidroxido sédico
hasta que se forme un leve precipitado de FeO (OH). La sustancia organica
se disuelve en agua, metanol o etanol, luego se afade la disolucién neutra
de cloruro: se forma un complejo coloreado transitorio o permanente
(normalmente purpura, verde o azul) indica la presencia de un fenol o enol.
Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos (Coy,
Parra y Cuca, 2014).

Reconocimiento de Flavonoides

Son compuestos polifendlicos que se encuentran ampliamente
distribuidos en plantas verdes. Estos compuestos al igual que los
compuestos fenolicos precipitan en presencia de cloruro férrico (Coy, Parra y
Cuca, 2014). La identificacion de estos metabolitos secundarios se realiza
por medio de las pruebas de Shinoda (Zn/HCI). Su fundamento se basa en la
reaccion del magnesio en medio acido, que reduce el flavonoide generando
un producto coloreado que va del rojo anaranjado al violeta (Ochoa y
Sarmiento, 2018).

Reconocimiento de Taninos

Son compuestos fendlicos que se encuentran ampliamente distribuidos en
el reino vegetal, su estructura es compleja y presentan masas moleculares

altas. Su reconocimiento se realiza mediante un ensayo de gelatina-sal, el
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cual consiste en la observacién de un precipitado, ya que los taninos tienen
la propiedad de reaccionar con las proteinas formando compuestos
insolubles (Ochoa y Sarmiento, 2018).

Reconocimiento de Cumarinas

Las cumarinas presentan fluorescencia a la luz ultravioleta (azul, amarilla,
verde, purpura), lo cual permite su reconocimiento. Para llevar a cabo su
deteccion, se tiene en cuenta el hecho de que son fluorescentes a la luz
ultravioleta y para aumentar la intensidad, se tratan previamente con

amoniaco (Butrén y Solano, 2008).

Reconocimiento de Saponinas

Son glucésidos  hidrosolubles, con propiedades tenso-activas Yy
hemoliticas. El ensayo de formacion de espuma, asi como la técnica
de hemodlisis de eritrocitos constituyen métodos sencillos y rapidos para
detectar la presencia de saponinas en un extracto (Mena, Tamargo, Salas,
Plaza, Blanco, Otero y Sierra, 2015). La prueba de formacion de espuma, se
realiza agitando la solucion que se obtiene y se debe observar espuma
formada, la cual debe ser estable por lo menos 30 minutos (Carvajal, Hata,
Sierra, Rueda, 2009).

Reconocimiento de Terpenos y Esteroides

Forman el conjunto mas amplio conocido de metabolitos secundarios de
los vegetales. Estos compuestos tienen en comun que estan formados por la
union de un numero entero de unidades pentacarbonadas ramificadas
derivadas del isopreno (Coy, Parra y Cuca, 2014). La identificacion de estos

metabolitos secundarios se realiza con el ensayo de Liebermann-Burchard

27



que consiste en una reaccion donde el esterol se oxida por la presencia del
acido sulfarico que forma una molécula que contiene un doble enlace
adicional. En la etapa inicial de esta prueba ocurre la protonacion del grupo
OH del esterol habiendo una pérdida de agua y obteniéndose el ién carbonio
3,5 colestadieno que constituye la primera parte para la formaciéon de color
(Ochoa y Sarmiento, 2018).

Reconocimiento de Quinonas y Antraguinonas

Las naftoquinonas y antraquinonas libres al ser tratadas con la solucion
de hidréxido amédnico forman complejos de color rojo cereza. Esta reaccion
es utilizada para la deteccion directa de quinonas en los extractos vegetales
(Bermejo, Pereira, Cintra y Morales,2014). Las quinonas tienden a dar
colores amarillos, rojos o purpuras, en presencia de acidos o Aalcalis

concentrados (Parra, Castro y Aponte, 2016).

Familia de las Umbeliferas (Apiaceae)
Aspectos Botanicos

Agrupa mas de 250 géneros y mas de 2.500 especies. Una de las
caracteristicas que identifican a esta familia es que son plantas aromaticas,
con un olor y sabor anisado que puede variar entre las especies. En general,
son plantas herbaceas, arrosetadas, y de hojas alternadas, de lamina
finamente dividida y con peciolo abrazador en la base. Las flores
actinomorfas y hermafroditas estan dispuestas en umbelas, generalmente
compuestas, y poseen un pequefio cdliz de 5 sépalos, una corola de 5
pétalos, 5 estambres alternados con los pétalos, y un ovario infero de dos
carpelos, que una vez fertilizado origina un fruto seco e indehiscente,

caracteristico de la familia, llamado esquizocarpo (Krarup, 1997).
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Distribucion Geogréfica

Se encuentran ampliamente difundidas en el mundo, aunque la mayoria
tiene su origen en las zonas templadas del hemisferio norte, por tal motivo
estas plantas horticolas de la familia estan adaptadas para crecer con
temperaturas mas o menos moderadas, con un 6ptimo entre 15y 18°C, por
lo que se clasifican como hortalizas de estacion fria (Krarup, 1997).

Usos Farmacologicos

Entre los usos farmacologicos mas comunes de esta familia tenemos:
espasmolitico, antibacteriano,  bacteriostatico, fungicida, digestivo,
carminativo,  antiséptico, diurético, expectorante, galactdbgeno vy

aromatizantes (Fernandez, Alvarez, Bobillo, Beato y Santos, 2009).

Composicion Quimica

Varias especies de la familia Apiaceae son una excelente fuente de
aceites esenciales, que contienen mas de 760 componentes quimicos
diferentes. La composicion quimica varia segun la parte de la planta utilizada
para la extraccion, asi como también depende de los diversos métodos de
extraccion, estados fenoldgicos de la planta, temporada de cosecha, edad de
la planta, naturaleza del suelo y condiciones ambientales. Los fitoquimicos
como monoterpenos, ftalidas, terpenoides, los fenilpropanoides (cumarinas y
fenilpropenos) y los poliacetilenos son cominmente los compuestos quimicos
mayormente  encontrados en las plantas de esta familia

(Thiviya, Gunawardena, Gamage, Madhujith y Merah, 2022).
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Generalidades del género Anethum

Es un género de plantas herbaceas anuales o bienales, olorosas, glabras,
con los tallos erectos y estriados, fistulosos. Hojas con los peciolos
abrazadores, 3-4 veces pinnatisectas, con los ultimos segmentos filiformes.
Inflorescencias en umbelas compuestas, sin bracteas ni bractéolas, con
numerosos radios. Flores sobre largos pedicelos, con el caliz sin dientes y la
corola con 5 pétalos suborbiculares, amarillos. Fruto en esquizocarpo mas o
menos ovoide, comprimido lateralmente, glabro, con costillas finas y
estrechamente aladas. Carpéforo libre, bipartido en la base. Comprende 2
especies nativas de Europa y Asia. Su nombre procede de la denominacién
clasica del eneldo, anethon (Sanchez, 2010).

El género Anethum esta compuesto por dos especies (Anethum sowa
y Anethum graveolens L). El eneldo indio o sowa es el nombre comercial
de A. sowa, y la principal diferencia fisica (entre A. sowa y A. graveolens) es

el color de sus semillas (Moshfekus y Yong, 2021).

Generalidades del Anethum graveolens
Caracteristicas Botanicas

El Anethum graveolens conocido popularmente como eneldo (Figura 6) es
una planta herbacea perteneciente a la familia de las Umbeliferas
(Apiaceae), del género Anethum (Tabla 1). Se tiene mencion de ella desde la
antigliedad. Es oriunda de la regién oriental del mar Mediterraneo, donde hoy
abunda. El eneldo es una hierba anual por lo general crece a una altura de
50-150 cm. (Warrier, Nambiar y Ramakutty, 1994).
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Figura 6. Eneldo (Anethum graveolens)

La raiz de esta planta es axonomorfa, midiendo desde los 7 a los 10
centimetros de largo. El tallo es folioso, con estrias finas de color verde y
blanco, de un tamafio aproximado de 45 centimetros. Sus hojas son verdes y
finas, muy similares a plumas, se distribuyen en cada nudo con un contorno
en forma de rombo, a su vez son mucronadas y pinnatisectas. El eneldo
presenta unas flores que carecen de cdliz, poseen pétalos de color amarillo
con el apice curvado hacia adentro, estan agrupadas en umbrales de unos
15 a 30 radios desiguales, que producen una fruta madura seca comunmente
llamada esquizocarpos. El fruto es plano, ovalado y de color marron en el
centro y una tonalidad mas clara en los bordes del mismo, ellos miden un
promedio de 4 a 6 milimetros de ancho por 25 milimetros de largo (Silva,
2022). (Figura 7).
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Figura 7. Caracteristicas botanicas del Anethum graveolens

Taxonomia

Tabla 1. Taxonomia de Anethum graveolens (Eneldo)

Reino: Plantae ‘
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Apiales

Familia: Apiaceae

Subfamilia: Apioideae

Tribu: Peucedaneae

Género: Anethum

Especie: Anethum graveolens

(Tomado y modificado de Campafia, y cols., 2015).

Composicién Quimica

Los frutos de Anethum graveolens contienen flavonoides derivados del

kaempferol (1), acidos fendlicos (acido cafeico, clorogénico) (2,3), acidos
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grasos (10%-20%), fitoesteroles (B-sitosterol) (4) ver figura 10 (Fernandez y
cols., 2009). Ver figura 8

Segun Silva (2022), el extracto de etanol del Anethum graveolens
contiene compuestos fendlicos, flavonoides, quinonas / benzoquinonas,

saponinas, alcaloides y catequinas.

Los monoterpenos son los principales constituyentes del aceite esencial
extraido de los frutos de esta planta, de los cuales se encontraron
principalmente estos componentes volatiles: 7-a-hidroxi manool (24,43 %),
carvona (14,28 %), limoneno (13,9 %), epi-a-bisabolol (6,81 %), a-terpineno
(5,44 %) y a -felandreno (4,63%), el p -cimeno (2,13 %), el sabineno (1,98) y
el a-pineno (1,43 %) (Ramadan, Abd-Algader, kamali, Ghanem, Farrag,
2013).

Kaempferol (1)

HO, ,COOH

o
HO" 7 Yo~ N~
OH
OH
OH

Acido clogénico (3) B-sitosterol (4)

Figura 8. Estructuras de la composicion quimica del Eneldo

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
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Actividad Biolégicay usos tradicionales

Las semillas tienen un fuerte olor picante, por lo tanto, se utiliza como
agente aromatizante en la industria alimentaria para ensaladas, salsas,
sopas, té, alimentos marinos y especialmente encurtidos (Babri, Khokhar,
Mahmood, Mahmud, 2012). Las hojas de eneldo son ricas en minerales
como fosforo, potasio y magnesio y se usa en ensaladas y té. Las semillas
de eneldo se usan comunmente para la inflamacion de la vejiga,

enfermedades hepéticas e insomnio (Kaur y Arora, 2010).

Ademas, el extracto de eneldo tiene actividad hipolipidémica, podria
usarse como agente cardioprotector en la disminucion del colesterol en la
sangre (Hajhashemi y Abbasi, 2008). También, es usado como un agente
antiespasmadico, anticonvulsivo, antiemético y remedio anticramp (en nifios)
igualmente es recomendado topicamente como sanador de heridas (Naseri y
Heidari, 2007).

Bacterias

Son microorganismos procariotas que presentan un tamafio de unos
pocos micrémetros, casi siempre del orden de 1 uym de didmetro, y la
ausencia de membrana nuclear. EI ADN de casi todas las bacterias
tiene una forma circular con una longitud aproximada de 1 mm; este es el
cromosoma procariético, la mayor parte de las células procariéticas posee un
solo cromosoma. No tienen nucleo definido ni presentan, en general,
organulos membranosos internos. Generalmente poseen una pared celular
gue debe su resistencia a una capa compuesta de diversas sustancias
conocidas como mureina, mucopéptido o peptidoglucano, que es un

polimero complejo que consiste de tres partes: una estructura basica,
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compuesta de moléculas alternadas de N-acetilglucosamina y de acido N-
acetilmuramico y un grupo idéntico de enlaces peptidicos cruzados. Muchas
bacterias disponen de flagelos o de otros sistemas de desplazamientos.
(Brooks,Carroll, Butel, Morse, Mietzner, 2011).

La mayor parte de las bacterias se clasifican como grampositivas o
gramnegativas con base en su respuesta al procedimiento de tincién de
Gram, que depende de la capacidad de ciertas bacterias (grampositivas)
para retener un complejo de cristales de color violeta (un colorante de color
violaceo) ademéas de yodo después de un breve lavado con alcohol o
acetona. Las bacterias gramnegativas no retienen el complejo de colorante-
yodo y se vuelven translicidas, pero pueden volverse a tefiir con safranina
(un colorante de color rojo). Asi, las bacterias grampositivas adquieren un
aspecto violaceo bajo el microscopio, en tanto que las bacterias

gramnegativas se ven de color rojo o rosado (Andrade, 2015).

Pared Celular de las Bacterias Grampositivas

La mayor parte de las paredes celulares de las bacterias grampositivas
contienen cantidades considerables de &cidos teicoico y teicurdnico, los
cuales pueden constituir hasta 50% del peso seco de la pared y 10% del
peso seco de la totalidad de la célula; ademas, algunas paredes de bacterias
grampositivas pueden contener moléculas de polisacéaridos. El término acido
teicoico abarca la totalidad de la pared celular, membrana o polimeros
capsulares que contienen glicerofosfato o residuos de ribitol fosfato. Estos
polialcoholes estan conectados por enlaces fosfodiéster y por lo comun se
encuentran unidos con otros carbohidratos y con Dalanina. Como tienen
carga negativa de la superficie celular en su conjunto. Hay dos tipos de
acidos teicoico: acido teicoico de la pared y &cido teicoico de la membrana,
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como estos Ultimos tienen asociacion estrecha con los lipidos, se han
denominado acidos lipoteicoicos. En conjunto con los peptidoglucanos, el
acido teicoico de la pared y el acido teicoico de la membrana constituyen una
red polianidnica 0 matriz que proporciona funciones relacionadas con la
elasticidad, porosidad, fuerza tensil y propiedades electrostaticas de la
envoltura (Andrade, 2015).

Pared Celular de las Bacterias Gramnegativas

Las paredes celulares de bacterias gramnegativas contienen tres
componentes que se encuentran fuera de la capa de peptidoglucanos:
lipoproteinas, membrana externa y lipopolisacaridos. La membrana externa
es diferente desde el punto de vista quimico de todas las demas membranas
biolégicas. Es una estructura con una bicapa cuya hoja interna tiene una
composicion similar a la de la membrana celular. La capacidad de la
membrana externa para que excluya moléculas hidréfobas es una
caracteristica poco comun entre las membranas biologicas y sirve para
proteger a la célula de sustancias nocivas, como las sales biliares. Por su
naturaleza lipidica, es de esperarse que la membrana externa excluya
también a moléculas hidrofilicas. Sin embargo, dicha membrana posee
conductos especiales, formados por proteinas denominadas porinas, que
permiten la difusion pasiva de compuestos hidrofilicos de bajo peso
molecular como azucares, aminoacidos y ciertos iones. Las moléculas
grandes de antibidticos penetran la membrana externa con relativa lentitud,
lo que explica la resistencia relativamente elevada a los antibidticos de las

bacterias gramnegativas (Andrade,2015).
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Escherichia coli

Son bacilos gramnegativos de 1 a 3 ym de largo por 0,5 ym de ancho,
anaerobios facultativos, fermentadores, oxidasa negativa, son moviles por la
presencia de flagelos, es relativamente resistente y uno de los
microorganismos mas estudiados por el ser humano. Es una enterobacteria
que se encuentra generalmente en los intestinos animales, y por ende en las
aguas negras, es un organismo ubicuo. Entre las enfermedades mas
comunes que puede ocasionar esta bacteria se encuentra: Infecciones
gastrointestinales, infecciones del tracto urinario y meningitis neonatal
(Murray, 2008).

Pseudomonas aeruginosa

Son bacilos gramnegativos no fermentadores de 1 a 2 um de largo por 0,3
Mm de ancho, pequefios, rectos o ligeramente curvados, que suelen
disponerse en parejas, psicrofilos (crecimiento a bajas temperaturas), oxida
la de glucosa y de requerimientos nutricionales sencillos. Esta bacteria es
comun en el medio ambiente y puede encontrarse en las heces, el suelo, y
en aguas residuales. Este microorganismo representa una fuente conocida e
infecciones intrahospitalarias y pueden producir complicaciones graves. En
pacientes inmunocomprometidos es un patdégeno oportunista, puede infectar
el tracto pulmonar, tracto urinario, tejidos, heridas y también causas otras

infecciones en sangre (Murray, 2008).

Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae es un bacilo gramnegativo, no moévil, de la familia
Enterobacteriaceae. Es la especie de mayor importancia clinica y mas

estudiada dentro del género Klebsiella. Usualmente desarrolla una capsula
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que actua como factor determinante en la virulencia de la bacteria, y de
acuerdo con sus determinantes antigénicos se puede clasificar en 77
serotipos diferentes. La capsula protege al microorganismo de la fagocitosis
por parte de los polimorfonucleares y de los factores bactericidas séricos
(Simoons-Smit, Verweij-van y McLaren, 1986). K. pneumoniae causa
infeccion del tracto urinario y neumonia en personas sin enfermedades de
base, pero la mayoria de las infecciones son adquiridas en el hospital y/o en
pacientes con alguna condicion debilitante. Es causa ademas de bacteriemia,
infecciones del sitio quirargico, infecciones del tracto biliar, peritonitis y

meningitis (Lépez y Robledo, 2007).

Staphylococcus aureus

Son cocos grampositivos, que se presentan solos, en pares o0 en
agrupaciones, inmoviles, catalasa positivos, anaerobios facultativos, con
presencia de coagulasa, crecen en cloruro de sodio al 10%, mesofilicos
(temperatura Optima de crecimiento comprendida entre 20°C y 45°C).
Staphylococcus es un género importante en humanos, produciendo un
amplio espectro de enfermedades sistematicas que pueden poner en riesgo
la vida, infecciones de la piel, tejidos blandos, entre otros. Las especies que
se asocian con mayor frecuencia a enfermedades en los humanos son:
Staphylococcus aureus (el miembro mas virulento y mejor conocido del
género), cuyas colonias son doradas debido a los pigmentos carotenoides
que se forman durante su crecimiento, de ahi el nombre de la especie.
Causa enfermedad mediante la produccién de toxinas o a través de la
invasion directa y de la destruccion del tejido. Las manifestaciones clinicas
de algunas enfermedades estafilocécicas son casi exclusivamente el
resultado de la actividad de la toxina, mientras que otras enfermedades

resultan de la proliferacion de los microorganismos, dando lugar a la

38



formacién de abscesos y a la destruccion tisular, en presencia de un cuerpo
extrafio es necesario la presencia de un nimero significativamente menor de

estafilococos para producir enfermedad (Murray, 2008).

Enterococcus faecalis

Son cocos grampositivos que se disponen en parejas y cadenas cortas,
se clasificaron previamente como estreptococos del grupo D debido a que
poseen el antigeno de la pared celular del grupo D, un acido teicoico con
glicerol que se asocia a la membrana citoplasmatica. Coloniza en el aparato
digestivo de los humanos y los animales. La virulencia esta mediada por la
capacidad de adherirse al huésped, secretar citolisinas y proteasas que
producen una lesion localizada del tejido y resistencia del antibiético. El
habitat normal de este microorganismo es el tubo digestivo de animales de
sangre caliente. Son indicadores de contaminacién fecal, por lo que su
presencia en los alimentos indica falta de higiene o defectuosas condiciones
de conservacion, excepto en alimentos en los que interviene como flora
bacteriana natural de procesos fermentativos, como es el caso de quesos,
embutidos crudos e incluso productos carnicos, esta bacteria es la principal
causante de infecciones del tracto urinario, bacteriemia, infecciones

intraabdominal y endocarditis (Murray, 2008).

Antibidticos

Los antibiéticos son sustancias quimicas producidas por diferentes
especies de microorganismos (bacterias, hongos, actinomicetos) o
sintetizados por métodos de laboratorio, los cuales suprimen el crecimiento
de otros microorganismos y pueden eventualmente destruirlos. Estos

compuestos difieren marcadamente en sus propiedades fisicas, quimicas y
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farmacoldgicas, asi como en su mecanismo de accion y espectro
antimicrobiano. El término “antimicrobiano” se aplica a toda sustancia que es
capaz de matar o inhibir el crecimiento de uno o0 mas microorganismos.
(Virga 'y Aguzzi, 2020).

Clasificacion de los Antibioticos

Los antibidticos se clasifican segun: su espectro de actividad (amplio o
reducido) su estructura quimica, su mecanismo de accion y su efecto
antimicrobiano (bactericida o bacteriostatico) (Maguifia, Ugarte, Montiel,
2006).

Segun su espectro de actividad. Amplio, aquellos antibiéticos que son
activos sobre un amplio nimero de especies y géneros diferentes. Reducido,
antibioticos activos sobre un grupo reducido de especies (Jackson y cols.,
1998).

Segun su efecto antimicrobiano. Bacteriostaticos, aquéllos que inhiben
la multiplicacion bacteriana, la cual se reanuda una vez que se suspende el
tratamiento y, Bactericidas, los cuales poseen la propiedad de destruir la
bacteria, su accion es terapéutica irreversible (Jackson y cols., 1998).

Segln su mecanismo de accién. Los hay Inhibidores de la formacion de
la pared bacteriana afectando la formacion del polimero peptidoglicano que
conforma la estructura de la pared bacteriana; Inhibidores de la sintesis
proteica a nivel ribosomal entre los cuales se encuentran los que actlan
sobre la subunidad 30S y los que actian sobre la subunidad 50S, asi los
antibioticos que actian en el mismo nivel no deben asociarse, pues compiten

por el sitio de unidn y se antagonizan; Inhibidores de la duplicacion del ADN,
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Inhibidores de la membrana citoplasmatica e inhibidores de las vias
metabdlicas (Brugueras y Garcia,1998).

Segln su estructura quimica
Betalactamicos

Estos antibioticos son bactericidas lentos cuya accion se ejerce en la fase
de crecimiento bacteriano e inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana.
Constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas utilizada en
la practica clinica. Entre ellos podemos encontrar a las penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos, carbapenemos, inhibidores de las
betalactamasas y carbapenemes (Organizacion Panamericana de la Salud,
2022).

Aminoglucosidos

Son compuestos que su mecanismo de accion se refleja sobre los
ribosomas inhibiendo la sintesis de proteinas, son de accién bactericida
rapida y activos contra las bacterias en su fase estacionaria. En este grupo
hallamos la amikacina, espectinomicina, estreptomicina, gentamicina,
isepamicina, kanamicina, netilmicina y tobramicina (Organizacion

Panamericana de la Salud, 2022).

Lincomicina

Su derivado semisintético mas comun es la clindamicina. Tiene su
mecanismo de accion en los ribosomas e inhibe la sintesis proteica

(Organizacién Panamericana de la Salud, 2022).
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Cloranfenicol

Es bacterioestatico en la mayoria de los gérmenes, pero puede actuar de
manera bactericida en algunos casos, como por ejemplo contra
Streptococcus pneumoniae. Tiene su actividad sobre los ribosomas

(Organizaciéon Panamericana de la Salud, 2022).

Glucopéptidos

Su uso es exclusivo para bacterias grampositivas, actuando sobre la fase
de crecimiento bacteriano. Su representante mas utilizado es la vancomicina

(Organizaciéon Panamericana de la Salud, 2022).

Glucopolipéptidos

En este grupo encontramos a la daptomicina, y a los glucopolipéptidos de
segunda generacién como son dalbavancina, oritavancina y telavancina. Son
indicados a adultos para el tratamiento de infecciones de piel y tejidos

blandos (Organizacién Panamericana de la Salud, 2022).

Oxazolidinonas

Su delegado mas importante es la linezolida, es bacteriostatico, y
bactericida en casos de Estreptococos. Utilizado exclusivamente para
bacterias grampositivas aerobias. Su accion inhibe la sintesis proteica

(Organizaciéon Panamericana de la Salud, 2022).

Rifampicina

Su mecanismo de accidon se basa en la inhibicién de la sintesis de ARN
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dependiente de ADN bacteriano al inhibir la ARN polimerasa (Organizacién
Panamericana de la Salud, 2022).

Sulfonamidas

Son antibidticos bacteriostaticos de amplio espectro, tanto contra
microorganismos grampositivos como gramnegativos. Entre ellos se
encuentra el Trimetoprima/sulfametoxazol (Organizacibn Panamericana de la
Salud, 2022).

Tetraciclinas

Son bacteriostaticos de amplio espectro, inhiben la sintesis de proteinas
bacterianas al unirse al ARN ribosémico. En este grupo de antibioticos
podemos encontrar a doxiciclina, tetraciclina y tigeciclina (Organizacion

Panamericana de la Salud, 2022).

Fosfomicina

Es un antibidtico que penetra en las bacterias a través de dos sistemas de
permeasas e impide la sintesis de la pared bacteriana. Este mecanismo hace
que su efecto sea bactericida (Organizacibn Panamericana de la Salud,
2022).

Quinolonas

Son inhibidores de la transcripcién y la replicacion del ADN bacteriano,
sus derivados mas conocidos son ciprofloxacina, delafloxacina, levofloxacina
moxifloxacina, norfloxacina y ofloxacina (Organizacién Panamericana de la
Salud, 2022).
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Clasificacion de los Antibioticos R-Lactamicos
Penicilinas

Antibioticos del grupo de los R-lactamicos empleados profundamente en
el tratamiento de infecciones provocadas por bacterias sensibles. La mayoria
de las penicilinas son derivados del &cido 6-aminopenicilanico, difiriendo
entre si segun la sustitucién en la cadena lateral de su grupo amino, de las
varias penicilinas producidas de modo natural, la bencilpenicilina o penicilina

G es la Gnica que se usa clinicamente (Mediavilla, Garcia y Flores, 2014).

Las penicilinas actualmente disponibles se pueden dividir en cuatro
grandes grupos a partir principalmente a su espectro de actividad: penicilinas
naturales (penicilina G, penicilina V, penicilina benzatina), resistentes a
penicilinasas = (oxacilina, = cloxacilina,  dicloxacilina), aminopenicilinas
(ampicilinas, amoxicilina, bacampicilina), penicilinas de espectro ampliado

(carbencilina, ticarcilina y piperacilina) (Moreno, 2000).

Cefalosporinas

Son una clase de antibidticos R-lactdmicos. Junto con las cefamicinas
pertenecen a un subgrupo llamado los cefamos. Las cefalosporinas son
similares a las penicilinas, pero mas estables ante muchas R-lactamasas
bacterianas y, por lo tanto, tienen un espectro de actividad mas amplio
(Mediavilla, Garcia y Flores, 2014).

Monobactamicos

Los monobactamicos son un grupo de antimicrobianos clasificados entre

los antibidtico B-lactamicos. Muchas moléculas monobactamicas provienen
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de gérmenes que viven en la tierra, aunque pocos tienen actividad
antibacteriana de importancia. A diferencia de otros R-lactamicos, los
antibiéticos monobactamicos tienen un solo anillo B-lactamico en vez de
tener dos. Los primeros se caracterizan por la presencia de un anillo 13-
lactamico monociclico, al cual se unen diferentes radicales que confieren al
aztreonam una elevada resistencia a la inactivaciéon por R-lactamasas de
bacterias gramnegativas (Enterobacterias, Pseudomonas y otras bacterias

gramnegativas aerobias) (Mediavilla, Garcia y Flores, 2014).

Carbapenemas

Son un tipo de antibidticos R-lactamicos con amplio espectro de actividad
bactericida y son sumamente resistentes a las 3-lactamasas. Esta clase de
antibioticos fueron descubiertos - originalmente del microorganismo
Streptomyces cattleya, el cual, produce su propio antibiotico llamado
tienamicina. En los carbapenemes, el azufre endociclico es sustituido por un
grupo metileno, quedando el &tomo de azufre en posicion adyacente al anillo

biciclico (Mediavilla, Garcia y Flores, 2014).

Inhibidores de R-lactamasas

Son un grupo de moléculas que actian de manera reversible o
irreversible e inhiben a muchas de las enzimas [3-lactamasas bacterianas.
Carecen de actividad antimicrobiana intrinseca, por lo que suelen ser
administradas en conjunto con antibidticos 3-lactamicos, reduciendo la
accion que le confiere resistencia a ciertas bacterias en contra de estos
antibiéticos. Conservan en su estructura el anillo R-lactamico En el &cido
clavulanico, el anillo tiazolidinico de las penicilinas es sustituido por un anillo

oxazolidinico. En sulbactam es la 6-desaminopenicilinasulfona y el
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tazobactam es la sulfona del acido penicilanico. Ambos compuestos carecen
de actividad antibacteriana propia, pero al inhibir competitivamente las 3-
lactamasas de diferentes especies bacterianas, potencian la actividad de

penicilinas y cefalosporinas (Mediavilla, Garcia y Flores, 2014).

Resistencia Bacteriana

La resistencia es un recurso de supervivencia que presentan las bacterias
contra uno 0 mas antimicrobianos a través de mecanismos que disminuyen la
capacidad microbicida o inhibitoria que poseen tales farmacos. El desarrollo
de la resistencia a los antimicrobianos es un fendomeno natural en los
microorganismos que se acelera por la presion selectiva ocasionada por el
uso irracional de agentes antimicrobianos en seres humanos y en animales
(Bisso, 2018).

Formas de Resistencia
Resistencia natural

La resistencia natural es un caracter constante de cepas de una misma
especie bacteriana y es un mecanismo permanente, determinado
genéticamente y sin correlacion con la dosis de antibiético (Pérez y Robles,
2013).

Resistencia adquirida

La resistencia adquirida es una caracteristica propia de una especie
bacteriana, que por naturaleza es sensible a un antibiético pero que ha sido

modificada genéticamente ya sea por mutacion o por adquisicidn de genes

46



de resistencia (plasmidos, transposones e integrones) (Pérez y Robles,
2013).
Mecanismos de resistencia bacteriana

Inactivacion del antibidtico por destruccion o modificaciéon de la

estructura quimica

El fenotipo de resistencia antibiética por destruccion o modificacion de la
estructura quimica es un proceso molecular caracterizado por la produccion
de enzimas que van a llevar a cabo esta funcion. Las enzimas que destruyen
la estructura quimica, mas conocidas, son las R-lactamasas que se
caracterizan por hidrolizar el nucleo 3-lactamico rompiendo el enlace amida,
otra enzima es la eritromicina esterasa que cataliza la hidrdlisis del anillo de
lactona del antibiético. Entre las enzimas que se encargan de la modificacién
de la estructura podemos mencionar al cloranfenicol acetiltransferasa y
también a las enzimas que modifican a los aminoglucésidos, lincosamidas y
estreptograminas (acetilasas, adenilasas y fosfatasas) (Pérez y Robles,
2013).

Alteracion del sitio blanco del antibiotico

La resistencia bacteriana conferida por la alteracion del sitio en donde
actua el antibiético consiste en la modificacién de algunos sitios especificos
de la célula bacteriana como la pared celular, la membrana celular, la

subunidad 50S o 30S ribosomales, entre otras (Pérez y Robles, 2013).

Alteracién en las barreras de permeabilidad

Este mecanismo se debe a los cambios que se dan en los receptores

bacterianos especificos para los antimicrobianos o por alteraciones
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estructurales en los componentes de envoltura de la célula bacteriana
(membrana o pared celular) que influyen en la permeabilidad, asi como a la
pérdida de la capacidad de transporte activo a través de la membrana celular
o la expresion de bombas de eflujo las cuales se activan en el momento en

que el antibidtico se introduce a la célula bacteriana (Pérez y Robles, 2013).

Bombas de eflujo

En la membrana celular se encuentran las llamadas bombas de eflujo que
llevan a cabo la internalizacion y expulsion de los antimicrobianos. Una
amplia variedad de bombas de eflujo proveen resistencia antimicrobiana
tanto en bacterias grampositivas como en gramnegativas. El eflujo activo de
antibioticos es mediado por proteinas transmembranales (Pérez y Robles,
2013).

Métodos para determinar la actividad antibacteriana

En la actualidad se dispone de varios métodos para determinar el patrén
de susceptibilidad de una bacteria a los antibiéticos. Entre los mas utilizados
se pueden mencionar: método del antibiograma disco-placa (Prueba de Kirby
Bauer), método de la cinta o epsilémetro Etest? (AB BIODISK) y los métodos
de dilucion. El mas utilizado para evaluar la sensibilidad de las bacterias a los
agentes antimicrobianos es la prueba de Kirby Bauer (Velasco, Araque,

Araujo, Longa, Nieves, Ramirez, Sanchez y Velazco, 2008).

Método del antibiograma disco-placa

El antibiograma disco-placa basado en el trabajo de Bauer, Kirby y
colaboradores es uno de los métodos que el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) recomienda para la determinacion de la

sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos (Picazo, 2000).
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El antibiograma disco-placa consiste en depositar, en la superficie de agar
de una placa de petri previamente inoculada con el microorganismo, discos
de papel secante impregnados con los diferentes antibidticos. Tan pronto el
disco impregnado de antibiético se pone en contacto con la superficie
himeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibi6tico difunde al agar. El
antibiético difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del disco

formandose un gradiente de concentracion (Picazo, 2000).

Transcurridas 18-24 horas de incubacion los discos aparecen rodeados
por una zona de inhibicion. La concentracién de antibiético en la interfase
entre bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas se conoce como
concentracién critica y se aproxima a la concentracion minima inhibitoria
(CMI) obtenida por métodos de dilucion. Sin embargo, los métodos disco-
placa no permiten una lectura directa del valorde la CMI. Para cuantificarla,
basta con haber contrastado previamente el sistema disco-placa con un gran
namero de cepas de CMI conocidas que han estado previamente
determinadas por otros métodos de determinacién de la sensibilidad a los
antimicrobianos (ej.: método de dilucion). Esta determinacion se realiza con
cientos de bacterias para minimizar errores. Se mide el diAmetro de la zona
de inhibicién obtenida por cada una de las cepas y se grafica dicha medida
frente a la CMI, obteniéndose la linea de regresion o "recta de concordancia”
que proporciona la correspondencia entre las CMI y los diametros de
inhibicién. Para determinar la CMI de una cepa se procede a medir el
diametro de la zona de inhibicién y luego extrapolarlo en el grafico para
obtener la CMI. Existen, por tanto, unos didmetros de inhibicién, expresados
en mm, estandarizados para cada antimicrobiano. La lectura de los halos de
inhibicién debe interpretarse como sensible (S), intermedia (1) o resistente (R)
segun las categorias establecidas por el CLSI (Picazo, 2000).
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Métodos de dilucion

La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalta
habitualmente mediante alguna de las variantes de los métodos de dilucion.
Estos métodos se basan en la determinacion del crecimiento del
microorganismo en presencia de concentraciones crecientes del
antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio de cultivo (caldo o
agar). Las primeras determinaciones se realizaron empleando baterias de
tubos con caldo de cultivo con un rango determinado de antimicrobiano
(macrodilucidon). Esta metodologia es muy engorrosa, por la cantidad de
material y de manipulaciones necesarias para su realizacion. La aparicion de
un sistema de inoculacién multiple para placas de agar popularizé el método
de dilucion en agar, en el que cada placa, con una cierta concentracion de
antimicrobiano, permite inocular simultaneamente un gran numero de
microorganismos. La utilizacion de micropipetas 'y de placas de
microtitulacion facilito la utilizacion del método de microdilucion con caldo; en
la actualidad se han popularizado los métodos automatizados comerciales de
microdilucion en caldo, facilmente integrables en sistemas (semi)automaticos
de lectura e interpretacion de resultados, pero con el grave inconveniente del

incremento en el coste (Picazo, 2000).

Método del Epsilon test

El principio de este método es una expansion de la técnica de difusién en
disco. En el método E-test (AB Biodisk, Suecia) podemos, mediante lectura
directa, determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI). Consiste en
una tira de plastico no poroso de 6 cm de largo por 5 mm de ancho
que incorpora un gradiente predefinido de antimicrobiano equivalente a 15

diluciones. El protocolo para preparar el inéculo es el mismo que para la
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difusion en disco. Siguiendo el método de difusion, una vez inoculado la
placa de agar con el microorganismo, se coloca la tira de Etest sobre su
superficie, produciéndose de forma inmediata una difusién del antibi6tico
desde el soporte hasta el agar, creandose de este modo a lo largo de la tira
un gradiente exponencial de las concentraciones del antimicrobiano. Tras la
incubacion de las placas, se puede observar una zona de inhibicion elipsoidal
y simétrica. Después de la incubacién la CMI sera el valor obtenido en el
punto en el que el extremo de inhibicién intersecciona con la tira (Picazo,
2000).

Definicién Operacional de Términos
Antibiograma

Método usado para medir la sensibilidad a uno o varios antibiéticos de
una cepa bacteriana que se sospecha es la responsable de una infeccion.
Ademads, la sensibilidad in vitro es uno de los requisitos previos para la
eficacia in vivo de un tratamiento antibiético. También, el antibiograma sirve
para orientar las decisiones terapéuticas individuales y del mismo modo para

seguir la evolucion de la resistencia bacteriana (Varela, 2008).

Bacteriostatico

Término especifico que se refiere a la propiedad por medio de la cual un

biocida puede inhibir la multiplicacién bacteriana (Brooks y cols., 2011).

Bactericida

Término especifico que se refiere a la propiedad por medio de la cual un

biocida aniquila bacterias (Brooks y cols., 2011).
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Cepas Bacterianas

Definidas como un conjunto de células homogéneas, o clones, que deriva
de la reproduccién de una célula inicial Unica, seleccionada y aislada.
También suele referirse a las cepas como colonias puras de bacterias, cuyas
caracteristicas generales son las siguientes: Estabilidad genética, facilidad
de cultivo, maxima velocidad de reproduccion en las condiciones operativas
elegidas, metabolismo orientado a la produccién deseada con el mayor
rendimiento posible, facilidad de manipulacion y facilidad de conservacién
(Coronel, 2015).

Extractos

Los extractos son productos extraidos de sustancias biolégicamente
activas que poseen las plantas, empleando solventes como agua, alcohol,
etanol, etc. Hay muchos tipos de compuestos fitoquimicos presentes en los
extractos vegetales en altas concentraciones, por lo que pueden realizar una
funcién beneficiosa en el organismo a través de los alimentos o aplicacion en
la piel mediante un cosmético; también actian como conservantes y
antioxidantes (Silva, 2022).

Piperacilina

Farmaco compuesto por un antibidtico R-lactamico y comUnmente es
administrado conjunto a un inhibidor betalactamasa, que es utilizado para el
tratamiento de infecciones provenientes de gérmenes de gramnegativo y
anaerobicos, semejante al de otras penicilinas (Comité de medicamentos de

la Asociacion espariola de pediatria, 2021).
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Tincion de Gram

Es un tipo de tincion diferencial empleado en microbiologia que permite
diferenciar rapida y facilmente las bacterias segun sus caracteristicas
morfologicas. El principio del método se basa en la tincion de todas las
bacterias mediante cristal violeta o violeta de genciana y posteriormente
decolorar los microorganismos con alcohol-acetona, lo que sucede con los
gramnegativos, mientras que los grampositivos siguen manteniendo la
coloracién. Posteriormente se utiliza un colorante de contraste para visualizar
los microorganismos gramnegativos como la fucsina o safranina. De este
modo podemos visualizar las bacterias grampositivas de color azul-violaceo
mientras que las gramnegativas se visualizaran de color rojo o rosa (Mora,
2012).

Bacterias grampositivas

Se llama bacterias grampositivas a aquellas que retienen la tincién azul-
violeta. Las bacterias grampositivas tienen una pared gruesa compuesta de
peptidoglicanos y polimeros, e impermeable, que hace que resista la

decoloraciéon (Rodriguez y Arenas, 2018).

Bacterias gramnegativas

Se denomina bacterias gramnegativas a las que se decoloran y después
se tifien con safranina. Las bacterias gramnegativas tienen una capa delgada
de peptidoglicanos mas una bicapa de lipoproteinas que se puede deshacer
con la decoloracion. (Rodriguez y Arenas, 2018).
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Operacionalizaciéon de las Variables

Cuando se habla de operacionalizacion de las variables nos estamos
refiriendo al proceso mediante el cual se transforma la variable de conceptos
abstractos a términos concretos, observables y medibles, es decir,
dimensiones e indicadores (Arias, 2006). Es decir, logramos convertir las
ideas de investigacion expresadas en los objetivos y/o hipotesis formuladas,
en acciones especificas que permitan su valoracion real mediante la
aplicacion de las estrategias y procedimientos que permitan determinar su

manifestacion real en la realidad estudiada.

Entendiendo por variable segun Arias (2006), una caracteristica o
cualidad; magnitud o cantidad, que puede sufrir cambios, y que es objeto de
analisis, medicion, manipulacion o control en una investigacion.

Asi tenemos que, la operacionalizacion en la presente investigacion se

plantea de la siguiente manera:
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Tabla 2. Operacionalizacion de

antibacteriano

Variable

Sinergismo antibacteriano Dependiente

Definicién operacional Dimensiones

Prueba de difusion en agar-Escherichia coli

utiizando el método del-Pseudomonas
Kirby-

disco-placa

Bauer difusion enaeruginosa
-Klebsiella
pneumoniae
-Enterococcus
faecalis
Staphylococcus

aureus

Tipo de Variable

la Variable Dependiente: Sinergismo

Definicién conceptual

Es la accibn combinada vy
simultanea entre dos 0 mas
farmacos (agentes antibioticos)
que, producen un  efecto
antibacteriano que es mayor que
la suma de los efectos de los
(Diaz,

Galvan, Lopez y Carrillo, 2008).

agentes individuales

Indicador

Presencia o ausencia del halo
de inhibicién (mm.) frente acepas

gramnegativas y grampositivas.

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
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Tabla 3. Operacionalizacion de la Variable Independiente: Composicion

quimica de los extractos de Anethum graveolens

Variable

Composicion quimica
de los extractos de

Anethum graveolens

Definicion
operacional

Tipo de Variable

Independiente

Dimensiones

Pruebas quimicas |Pruebas quimicas

cualitativas (Tamizaje cualitativas para determinar

fitoquimico) -

Alcaloides
Flavonoides
Taninos
Saponinas
Terpenos y
esteroides
Compuestos
fendlicos
Cumarinas
Antraquinonas y
quinonas
Lactonas
sesquiterpenicas
Glucoésidos
cardiotonicos

Definicion conceptual
Preparados concentrados de

consistencia sélida, liquida o
intermedia, derivados
generalmente de material vegetal
desecado, se obtienenal evaporar
parcial o totalmente el disolvente en
los liquidosextractivos de origen

vegetal (Carrién y Garcia, 2010).

Indicador

- Alcaloides: precipitados de
colorpardo.

- Flavonoides: coloracion de
rojoanaranjado a violeta.

- Taninos: aparicion de un
precipitado blanco

- Saponinas: formacién de
abundante espuma, por mas de
30 minutos.

- Terpenos y esteroides:
coloracion rosada, azul o verde

- Compuestos fenilicos;
coloracion de azul a negro.

- Cumarinas: presencia de
fluorescencia

- Antraquinonas y quinonas:
coloracién roja

- Lactonas sesquiterpenicas:
coloraciones roja, violeta o rosa

- Glucésidos cardiotonicos:
formacion de una anillo marron

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
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Hipotesis

En vista de que en estudios anteriores se han demostrado que existe
sinergismo al combinar antibi6ticos con extractos de especies pertenecientes
a la familia de las Umbeliferas es de esperar que la combinacién de la
Piperacilina con el extracto de etanol obtenido del Anethum graveolens

presenten igual, menor o mayor efecto sinérgico.
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CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO
Tipo de investigacion

Segun el tipo de investigacién y el objetivo que se intenta alcanzar, los
métodos, técnicas, tacticas y estrategias van a variar (Hurtado, 2015). Para
nuestro caso, la investigacion es de tipo confirmatoria, ya que nuestro trabajo
de investigacion se centrd6 en la relacibn causa-efecto existente en el
sinergismo del extracto del Anethum graveolens y Piperacilina sobre cepas
gramnegativas y grampositivas, dando de esta manera la generacién de una
hipdtesis, que posteriormente se verificO mediante la observacion y la

experiencia directa.

Disefio de la investigacion

Podemos describir que nuestro trabajo se realizé bajo un disefio de
investigaciéon mixto, dado que la recoleccién de datos fue de campo y de
laboratorio, pues la recoleccion de la planta se desempefi6 en la finca “El
Pantano” en Timotes estado Mérida y el sinergismo fue determinado en las
instalaciones del Instituto de Investigacion de la Facultad de Farmaciay
Bioandlisis de la Universidad de Los Andes. Con respecto al tiempo en la
recolecciéon de datos se fij6 un disefio transversal contemporaneo, ya que los
datos se tomaron en el presente y en un solo momento del tiempo. A su vez
es un disefio bivariable, por tener una variable dependiente constituida por el
sinergismo antibacteriano, y una variable independiente representada por la

composicién quimica de los extractos del Anethum graveolens.
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Poblacién y Muestra
Unidad de Investigacion

Nuestra unidad de investigacion esta representada por la especie

Anethum graveolens.

Seleccién y tamafio muestral

El tamafio de la muestra esta representado por 193,32 gramos de las

partes aéreas (hojas y flores) del Anethum graveolens.

Sistema de Variables

La operacionalizacion de las variables en esta investigacion se
encuentran ordenadas en variables dependientes e independientes debido a
gue es un estudio de tipo confirmatorio, estas se conforman en una variable
dependiente representada por el sinergismo antibacteriano, y una variable
independiente, representada por la composicién quimica de los extractos de
Anethum graveolens.

Técnicas e Instrumentos de recoleccién de datos

Toda investigacion se basa en la recopilacion de informacion que permita
conocer datos significativos y con importancia sobre el estudio que se esta
realizando. Segun Arias (2006) “...se entendera por técnica el procedimiento
o forma particular de obtener datos e informacion. La técnica utilizada en
esta investigacion fue la Observacion estructurada. Definida por el mismo
Arias (2006) “...aquella que de realizarse en correspondencia con unos
objetivos utiliza una guia disefiada previamente en la que se especifican los

elementos que seran observados. Y segun Hurtado (2015) “los instrumentos
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representan la herramienta con la cual se va recoger, filtrar y codificar la
informacion”. Los instrumentos estan en correspondencia con las técnicas, y
la seleccion de las técnicas a utilizar en una investigacién esta relacionada
con el tipo de indicios que permiten captar el evento de estudio. Los
instrumentos que se utilizaron en esta investigacion fueron la realizacion de
tablas de resultados, que ayudaron a comprimir la informacion obtenida y
mejorar su entendimiento, ademas de fotografias e imagenes del

procedimiento realizado.

Procedimiento de la Investigacion
Recoleccion de la especie Anethum graveolens

Para la recoleccion de las muestras se realizé una salida de campo a
Timotes estado Mérida, especificamente a la finca “El Pantano” (a una altitud
de 2.001 metros sobre el nivel del mar), en donde se recolectaron de forma
manual, tomandolas de una de las orillas de la finca, luego se procedié a
lavarlas cuidadosamente con agua, para eliminar la mayor parte del exceso
de tierra y demas impurezas, a continuacion se colocaron en bolsas plasticas
que luego se instalaron en cavas con hielo, luego se trasladaron al Instituto
de Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la
Universidad de Los Andes, y finalmente se procedi6 a ser lavadas con
agua destilada, de esta manera limpiar las impurezas que no fueron
removidas en el primer lavado. Se procedi6 a pesar la muestra (hojas y
flores) para encontrar que se recolectaron en peso fresco 193,32 gramos, se
llevd a la estufa para secar la muestra y se obtuvo un peso neto de 72,21

gramos.
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Obtencion de los extractos de hexano y etanol de Anethum graveolens

por extraccion por reflujo en caliente

Se realiz6 el ensamble del equipo de extraccién, se procedid a triturar con
un mortero las partes aéreas (hojas y flores) del Anethum graveolens y se
ubicaron en un balon, al que posteriormente se le agregé 500 mL de
solvente, en este caso utilizamos dos tipos, hexano y etanol, para obtener los
extractos de hexano y etanol respectivamente, a continuaciéon se conecté al
equipo que se ubicé sobre una manta eléctrica el cual se mantuvo a una
temperatura de 45°C para el caso del extracto de hexano y 40°C para el
extracto de etanol, se conservé de esa manera durante una hora, después
de caer la primera gota, siendo retirada y finalmente se dejé enfriar unos
minutos, utilizando un embudo y papel filtro se filtré en un matraz el material

obtenido de los elementos vegetales (Figura 9-11).

{ \‘/z-

Figura 9. Proceso de triturado d la plaﬁta Eneldo (hojas y flores)

% 0 i

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022
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Figura 10. Extraccion por reflujo en caliente

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022

Figura 11. Filtrado de los extractos

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022

Concentracion de los extractos con la utilizacion de Rotavapor

Se procedié a disponer del material de vidrio (matraz de fondo redondo),

en el que se agregd el material que anteriormente se filtré hasta la mitad del
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matraz, luego se conecté al rotavapor marca IKA RV10 digital, el cual su
bafio maria estuvo a una temperatura minima necesaria para lograr evaporar
el solvente, se activo este y se bajé el montaje hasta que tocé el bafio de
maria, se continué con la destilacion hasta que el contenido que se
encontraba en el matraz no disminuyé mas, finalmente se desmonté el
equipo y el contenido que quedd en el matraz se vertié en un frasco ambar,

este procedimiento se realizo para ambos extractos (Figura 12 y 13).

Figura 12. Concentracién de los extractos mediante Rotavapor (IKA RV10 digital)

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022

Figura 13. Extractos de hexano y etanol

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022
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Determinacion del perfil fitoquimico de los extractos de hexano y etanol
del Anethum graveolens

Ambos extractos fueron sometidos a diversas reacciones quimicas para
asi identificar los metabolitos secundarios presentes, a este procedimiento se
le conoce como tamizaje fitoquimico cualitativo. El protocolo utilizado en

cada ensayo se describe a continuacion.

Alcaloides

Ensayo de Mayer. Disolver una porcion del extracto en 2 mL de HCI al
5%. Agitar, filtrar, tomar una alicuota y adicionar gotas de Reactivo de
Wagner. Resultado positivo formando un precipitado rojo pardo (Alarcon,
2018).

Ensayo de Wagner. Disolver una porcion de extracto en 2 mL de HCI al
5%. Agitar, filtrar, tomar una alicuota y adicionar gotas de reactivo de
Wagner. Resultado positivo formacién de un precipitado rojo pardo (Alarcon,
2018).

Ensayo de Dragendorff. En una alicuota del extracto se afiadié una gota
de HCL concentrado, se calentd suavemente, enfriar hasta que le pH sea
acido y se aflade 3 gotas del reactivo de Dragendorff. Es positivo si hay

opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado (+++) (Silva, 2022).

Flavonoides

Prueba de Shinoda. Evaporar el solvente de la alicuota del extracto,
disolviéndolo en 1mL de HCI concentrado. Un resultado positivo se aprecia

por la formacién de una coloracion roja que indica la presencia de auronas o
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chalconas. En caso de cambiar la coloracién se coloca un trozo de magnesio
metalico, si se forma una coloracion naranja a roja, indica la presencia de

flavonas; si es rojo es flavonides y si es magenta flavononas (Silva, 2022).

Saponinas

Ensayo de Espuma. En un tubo de ensayo se coloca 1 mL de extracto,
agitar vigorosamente y se toma la altura de la espuma. Se considera positiva
la prueba si se obtiene de 8 mm a 10 mm de altura estable por 30 minutos
(Alarcon, 2018).

También se puede realizar diluyendo la cantidad del extracto en 5 veces
su volumen en agua, se aglita de igual forma por minutos y dar& positivo si

se forma una espuma abundante por mas de 2 minutos (Silva, 2022).

Compuestos fendlicos

Ensayo de Cloruro Férrico lll. Evaporar el solvente de una alicuota del
extracto y adicionar 3 gotas de una disolucién de FeCls al 5%. Es positivo si
hay pigmentacion rojo-vino para compuestos fendlicos en general, verde

intenso taninos pirocatecolicos y azul taninos pirogalotanicos (Silva, 2022).

Taninos

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

Reaccion con NH4OH concentrado. Se disolvi6 una alicuota de los
extractos en 1 mL de etanol y se agregaron dos gotas de NH40H
concentrado, luego se observaron en camara de luz ultravioleta a 365 nm, se
considera positiva la prueba cuando presenta una fluorescencia azul-violeta

(Dominguez y Xorge, 1973).

Triterpenos/esteroles

Ensayo de Liberman-Burchard. Se disolvieron cada uno de los extractos
en 4mL de cloroformo; a una alicuota de 2mL se le adicionaron 0.25 mL de
anhidrido acético mas dos gotas de acido sulfdrico concentrado. La
formacion de diferentes colores indica la presencia de fitoesteroles o
terpenos. El color verde indica la presencia de fitoesteroles, mientras que de
rosa a morado se indica la presencia de terpenos Yy triterpenos
(Bulugahapitiya, 2013).

Glucésidos

Ensayo de Keller-Kiliani. Disolver el extracto en 1 mL de agua destilada,
se agregan 2 mL de &cido acético glacial y posteriormente se adicionan
algunas gotas de cloruro férrico al 5%. Vertir en tubos de ensayo con 2 mL
de acido sulfarico concentrado. La formacion de un anillo marron en la
interfaz indica la presencia de glucdésidos cardiotonicos, al igual que la
formacién de un anillo violeta debajo del anillo marrén o bien en la fase de
acido aceético; un anillo verdoso también puede formarse gradualmente,

indicando la presencia de estos compuestos (Bulugahapitiya, 2013).
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Antraquinonas

Reaccion con NH4OH concentrado. Al extracto de etanol se le agrega
una gota de hidroxido de amonio concentrado. Si la capa organica toma una
coloracién roja al alcalinizarla, hay antraquinonas presentes (Marcano y

Hasegawa, 2002).

Quinonas

Reaccion con NH4OH concentrado. Al extracto de etanol se le adicionan
4 gotas de NH4OH concentrado. La reaccion se considera positiva cuando
hay desarrollo de una fluorescencia azul, verde o amarilla a una longitud de
onda de 365nm (Alarcén, 2018).

Lactonas sesquiterpenicas

Prueba de Baljet. Disolver los extractos y adicionar de 3 a 4 gotas del
reactivo de Baljet; un cambio de coloracién de naranja a rojo demuestra la
presencia de lactonas sesquiterpénicas (Garcia, Cruz, Alarcon, Nieto y
Gallegos, 2019).

Determinacién de la actividad antibacteriana y sinergismo por el
meétodo de difusién en disco utilizando distintas cepas bacterianas

Se detecté a través del método de Kirby Bauer en agar Mueller Hinton
siguiendo las recomendaciones de Clinical and Laboratory Standars Institute
(CLSI-2015). Se utilizaron diferentes cepas bacterianas patdgenas tanto
grampositivas como gramnegativas. Se emplearon los discos de papel con el
antibiotico piperacilina y discos impregnados con el extracto de etanol, a su

vez se utilizaron también discos de papel con el antibiético piperacilina
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combinado con el extracto de etanol del Anethum graveolens. Las placas se
incubaron a 36 °© C durante 18 a 24 horas (Picazo, 2000).

Lectura interpretada de las placas

Se realiz6 después de 24 horas de incubacion, con una regla milimetrada
se midi6 la zona clara alrededor del disco de antibiético, al igual se realizé la
medicion del disco impregnado con el extracto como la del disco impregnado
con ambos (antibidtico y extracto), esta zona clara corresponde con la
inhibicion del crecimiento bacteriano. Estos datos se compararon entre si,
para determinar la interaccion farmacoldgica obtenida. La interpretacién de
los halos de inhibicibn permiti6 establecer la actividad antibacteriana del

extracto y el sinergismo antibacteriano (Varela, 2008).

Disefio de Analisis

Existen dos tipos de enfoques para el disefio de analisis, el enfoque
cuantitativo y el enfoque cualitativo. Segun Hernandez, Fernandez vy
Bastidas (2010) el enfoque cuantitativo hace referencia a la recoleccién de
datos como método para probar hipotesis, con bases en mediciones
numeéricas, para de esta manera poder crear modelos de comportamiento y
comprobar teorias. De la misma manera define al enfoque cualitativo como
método para la recoleccion de datos que no utiliza medicion numérica para

descubrir y afinar preguntas en el proceso de interpretacion.

Para fines de nuestro proyecto de investigacion, utilizamos ambos
enfoques tanto cuantitativo como cualitativo, ya que se estudiaron
numéricamente los datos que se obtuvieron de la unidad de estudio, de esta

manera logramos medir la correspondencia del sinergismo del extracto de
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Anethum graveolens y la Piperacilina contra cepas bacterianas,
expresandolos en milimetros producidos por los halos de inhibicién, ademas
se observaron las reacciones quimicas de color y precipitacion obtenidas por
el procedimiento de tamizaje fitoquimico, para evaluar la presencia o

ausencia de los metabolitos secundarios.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUCIONES
Resultados

Determinacion del % de rendimiento de los extractos de hexano y etanol
de Anethum graveolens

Para la determinacion del % de rendimiento se utilizé la siguiente formula:

Peso final del extracto obtenido
X
Peso inicial de la muestra

100

%R =

Tabla. 4. Resultados obtenidos del porcentaje de rendimiento

EH EE
Peso inicial de la 72,21 72,21
planta seca y molida
(9)
Peso final del extracto 0,69 1,53
(9)
% R 0,96 2,12

Leyenda: EH: extracto de hexano, EE: extracto de etanol, %R: porcentaje de
rendimiento

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
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Deteccion cualitativa de los compuestos quimicos de los extractos de

Anethum graveolens mediante tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico de los extractos del Anethum graveolens se realizo
con pruebas colorimétricas o de precipitacion cualitativas. Las pruebas
utilizadas para la determinacién fueron alcaloides (Dragendorff, Mayer y
Wagner), triterpenos y esteroles (Liebermann-Burchard), cumarinas (Ensayo
de NH4OH), quinonas (H2SOs4 concentrado), antraquinonas (Ensayo de
NH4OH), saponinas (Ensayo de la espuma), compuestos fendlicos (FeCls),
taninos (gelatina), flavonoides (Hidroxido de sodio al 10% y Shinoda),
lactonas sesquiterpenicas (prueba de Baljet) y glucosidos cardiotonicos
(Keller-Kiliani). Los resultados fueron interpretados como negativos (-) 0

positivos (+ poco; ++ moderado; +++ abundante).

Las pruebas realizadas a los extractos del Anethum graveolens revelaron
conforme a los parametros establecidos, que en el extracto de hexano se
observé escasa presencia de Triterpenos/Esteroles, asi mismo en el extracto
de etanol se determind escasa cantidad de alcaloides, moderada existencia
de Triterpenos/Esteroles, abundantes compuestos fendlicos y presencia de
glucésidos cardiotonicos. Igualmente, en el extracto de etanol hubo ausencia
de saponinas, taninos, flavonoides, cumarinas, quinonas, antraquinonas y

lactonas sesquiterpenicas (Tabla 5y 6).
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Tabla. 5. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de hexano y
etanol del Anethum graveolens

MS Ensayo EH | EE
Ensayo de Wagner ND -
Alcaloides Ensayo de Mayer ND _

Ensayo de Dragendorff ND +

Triterpenos/esteroles Ensayo de Liberman + ++

Flavonoides Prueba de Shinoda - -

NaOH al 10% - -

Saponinas ND -
Ensayo de Espuma
Compuestos fendlicos ND | +++
Ensayo de Cloruro Férrico
Taninos ND -
Ensayo de Gelatina
Cumarinas ND
Ensayo de NH4sOH )
concentrado
Antraquinonas NH4OH concentrado ND -
Quinonas H2S04 concentrado - -
Lactonas sesquiterpenicas Baljet ND -
Glicosidos cardiotonicos Ensayo de Keller-Kiliani ND +

Leyenda: MS: Metabolitos secundarios, EH: extracto de hexano, EE: extracto de

etanol, -;:Ausencia, +:Escaso, ++: Moderado, +++: Abundante, ND: no determinado

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
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Tabla. 6. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de hexano y
etanol del Anethum graveolens.

Metabolitos Pruebas Control Extracto | Extracto
Secundarios Quimicas Positivo | de hexano | de etanol

Wagner ND

Positivo (+) EE

ALCALOIDES Dragendorff ND
Negativo (-) EE
Mayer ND

Negativo (-) EE

Leyenda: EE: extracto de etanol, ND: no determinado

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
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Tabla. 6. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de hexano y
etanol del Anethum graveolens. (Continuacion).

Metabolitos Pruebas Control Extracto | Extracto
Secundarios Quimicas Positivo | de xano de etanol
| P 7 "=

TRITERPENOS/
ESTEROLES Liberman/Bauchart

Positivo (+) para

ambos extractos
COMPUESTOS FeCl;
FENOLICOS

Negativo (-) EE

Prueba de la

SAPONINAS espuma ND

Negativo (-) EE

Leyenda: EE: extracto de etanol, ND: no determinado

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
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Tabla. 6. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de hexano y
etanol del Anethum graveolens. (Continuacion).

Metabolitos Pruebas Control | Extracto Extracto

Secundarios Quimicas Positivo | de hexano | de etanol

Ensayo de la
TANINOS gelatina

Negativo (-) EE

Shinoda

Negativo (-) para
FLAVONOIDES ambos extractos

NaOH al 10%

Negativo (-) para
ambos extractos

Leyenda: EE: extracto de etanol, ND: no determinadd

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
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Tabla. 6. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de hexano y

etanol del Anethum graveolens. (Continuacion).

Extracto
de hexano

Extracto
de etanol

Metabolitos Pruebas Control
Secundarios Quimicas Positivo
CUMARINAS NH,OH[ ]

Negativo (-) EE

ANTRAQUINONAS

NH,OH[ ]

Negativo (-) EE

QUINONAS

HzSO4[ ]

Negativo (-) para

ambos extractos

Leyenda: EE: extracto de etanol, ND: no determinado

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
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Tabla. 6. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de hexano y
etanol del Anethum graveolens. (Continuacion).

Metabolitos Pruebas Control | Extracto Extracto
Secundarios Quimicas Positivo | de hexano | de etanol

Baljet
LACTONAS ND
SESQUITERPENICAS | Negativo (-) EE

Keller-Kiliani
GLUCOSIDOS
CARDIOTONICOS Positivo (+) EE

ND

Leyenda: EE: extracto de etanol, ND: no determinado

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.

Determinacion de la actividad antibacteriana y sinergismo

Como se puede apreciar en las figuras 14-18, la determinacion de la
actividad antibacteriana del extracto de etanol de Anethum graveolens
[10mg/mL] y del antibiético Piperacilina [110ug] se realizé a través del
método de difusion en disco, proporcionando resultados medibles en halos
de inhibicién (Tabla 7).

Asi mismo la determinacion del sinergismo antibacteriano se efectud a

través del método de difusiébn en disco (Figuras 14-18), combinando el
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extracto de etanol del Anethum graveolens [10mg/mL] y la Piperacilina
[110pg], dando como resultado halos de inhibicion que se miden en
milimetros y se reflejan en la Tabla 7, esto con el fin de comparar los

resultados de la combinacion de estos mismos.

E= Extracto

Halo de inhibicién E+A= Extracto + Antibi6tico

Figura 14. Método de difusion en disco utilizando cepa ATCC de Pseudomonas
aeruginosa.

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
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D= Control Negativo

. E=Extracto

A= Antibiético

E+A= Extracto + Antibiético  Halo de inhibicidon

Figura 15. Método de difusidbn en disco utlizando cepa ATCC de
pneumoniae

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.

E= Extracto

D= Control Negativo =
g

E+A= Extracto + Antibiético

Klebsiella

Figura 16. Método de difusién en disco utilizando cepa ATCC de Escherichia coli

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
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E= Extracto

D= Control Negativo

“A= Antibiético

E+A= Extracto + Antibiético Halo de inhibicion

Figura 17. Método de difusién en disco utilizando cepa ATCC de Staphylococcus
aureus

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.

E= Extracto
D= Control Negativo >

/

# A= Antibiético

SR
S é},,ae’

o

*4n,,b,-d,,b0 Halo de inhibicion

Figura 18. Método de difusion en disco utilizando cepa ATCC de Enterococcus
faecalis

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
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Tabla 7. Resultados de los halos de inhibicion de la actividad antibacteriana
y la combinacion del extracto de etanol del Anethum graveolens con la

Piperacilina expresada en milimetros (mm).

Klebsiella 0 33 9 33
pneumoniae
Pseudomonas 0 26 9 26
aeruginosa
Escherichia coli ND ND ND ND
Staphylococcus 0 35 9 38
aureus
Enterococcus 0 35 11 37
faecalis
Leyenda: E+A: Extracto combinado con el antibiético (Piperacilina), DMSO:
Dimetilsulféxido, ND: No Determinado

Elaborado por Dominguez, Ramirez y Hernandez, 2022.
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Discusiones
Tamizaje fitoquimico

Silva en el afio 2022 realiz6 un estudio fitoquimico al extracto de etanol de
Anethum graveolens logrando observar la existencia de diversos metabolitos
secundarios, entre los cuales resaltaron, compuestos fendlicos, flavonoides,
quinonas, saponinas Yy alcaloides. En el mismo contexto el tamizaje
fitoquimico realizado a los extractos de hexano y etanol del eneldo en el
Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis
demostro tener concordancia y diferencias en los resultados obtenidos, en el
extracto de hexano se observd solamente escasa presencia de
Triterpenos/Esteroles, asi mismo, en el extracto de etanol se determiné
escasa cantidad de alcaloides, moderada existencia de
Triterpenos/Esteroles, abundantes compuestos fendlicos y presencia de
glucdsidos cardiotonicos. No se reportaron quinonas, saponinas ni
flavonoides, siendo esto una diferencia significativa con el trabajo realizado
por Silva (2022), esto posiblemente se deba a diversos factores tales como el
método de extraccion, la parte de la planta utilizada para la extraccion,
estado fenoldgico de la planta, temporada de floracidén, edad de la planta,

naturaleza del suelo y condiciones ambientales.
Actividad antibacteriana y sinergismo

En el afio 2018 Mustafa realiz6 un trabajo de investigacién en el cual
determiné la actividad antibacteriana del extracto de Anethum graveolens
frente a Burkholderia mallei (bacilo gramnegativo), utilizando el método de
dilucion en caldo para obtener la concentracion minima inhibitoria (CMI), los
resultados revelaron que el extracto alcohdlico y acuoso exhibieron inhibicién

del crecimiento de B. mallei a una CMI de 0,8 y 1 mg/mL respectivamente.
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Nuestra investigacion demostrd que el extracto de etanol del eneldo presentd
actividad antibacteriana reducida al observarse un halo de inhibicion de 9
milimetros (mm) en cada cepa gramnegativa estudiada (Klepsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa). En comparacion con el trabajo de
Mustafa, una de las principales diferencias es el método utilizado para
evaluar la actividad antibacteriana, siendo el método de difusion en disco
utilizado en nuestro trabajo, en el cual, al utilizar un extracto polar (etanol)
guedan retenidos en el disco de papel (celulosa) los compuestos polares, es
decir, no difunden en el agar, por tal motivo se puede mostrar una menor

actividad antibacteriana en comparacion con el método de dilucion en caldo.

En el trabajo realizado por Calcina y Pacha (2018), se logr6 observar
como es posible establecer un aumento en la actividad antibacteriana
combinando diferentes extractos de plantas y antibioticos para hacerle frente
a bacterias farmacoresistentes. Sus resultados nos resefian que en las
combinaciones de los extractos con los antibidticos frente a S. aureus
farmacorresistente, el mejor efecto antibacteriano fue mostrado por la
penicilina con el extracto de eucalipto con 29 mm; el cloranfenicol con el
extracto de ajo con 34,075 mm; asi mismo el sulfametoxazol/trimetoprim con
el extracto de ajo 33,58 mm; el ciprofloxacino con el extracto de eucalipto con
28,5 mm de halos de inhibicion. El cloranfenicol en combinacion con el
extracto de kibn mostrd la mejor inhibicion con 29,23 mm frente Escherichia
coli farmacorresistente, estos resultados nos indican que es posible crear
otras alternativas terapéuticas. Al combinar farmacos se pueden obtener
distintos tipos de sinergismo, tales como: aditivo o también llamado
sinergismo de suma, en el cual, el efecto de la combinacién (extracto mas
antibiético) es igual a la suma de los efectos de los agentes individuales, el
supraaditivo o sinergismo de potenciacion es aquel en el que el efecto de la

combinacion es mayor que la suma de los efectos de los agentes
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individuales y por ultimo el sinergismo infraaditivo o antagdnico, definido
como un efecto combinado que es menor a la suma de los efectos de los
agentes individuales (Diaz y cols, 2008). Ahora bien, nuestros resultados
reflejan un aumento minimo en el halo de inhibicion de la combinacion del
extracto de etanol del eneldo mas la piperacilina, aun asi, este pequefio
aumento se considera como sinergismo infraaditivo o antagénico, este tipo
de sinergismo solo se observo en las cepas grampositivas estudiadas, en el
caso de las cepas gramnegativas el resultado fue indiferente, esto se podria
explicar por el mecanismo de accion del antibiotico (inhibicion de la sintesis
de la pared celular), asi como también por la composicion quimica de la

pared celular bacteriana. (Brugueras y Garcia,1998).

Una investigacion realizada por Bezalwar y Charde (2019), determiné que el
Coriandrum sativum es una planta de la familia Umbelifera que posee
actividad antibacteriana frente a Pseudomonas aeruginosa multirresistente,
el extracto de esta planta fue utilizado en combinacién con 22 antibiéticos
para verificar si presentaba actividad sinérgica. Los resultados obtenidos
demostraron que el Coriandrum sativum logro aumentar la actividad
antibacteriana de 8 antibidticos estudiados (cefotaxima, doripenem,
polimixina, azlocilina, levofloxacina, mezlocilina, cefoperazona, ceftazidima).
Nuestra investigacion concuerda en que el Anethum graveolens, el cual
pertenece también a la familia de las Umbeliferas expresa actividad
antibacteriana, no obstante, al usarlo en combinacion con el antibiético
(Piperacilina) en cepas grampositivas, presenta un sinergismo infraaditivo o
antagonico, es decir el efecto de la combinacién (extracto mas antibiotico) es

menor que la suma de ambos agentes por separado.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

A través de la técnica de extraccion por reflujo en caliente se lograron
obtener los extractos de hexano y etanol de las hojas y flores del
Anethum graveolens, con un porcentaje de rendimiento del 0,96% vy

2,12% respectivamente.

El tamizaje fitoquimico realizado al extracto de hexano del Anethum

graveolens revel6 Unicamente presencia de Triterpenos/esteroles.

El analisis fitoquimico del extracto de etanol del eneldo demostro tener
gran cantidad de compuestos fendlicos, poca presencia de alcaloides,
moderada cantidad de Triterpenos/esteroles, asi como también

presencia de glucosidos cardiotonicos.

La mejor actividad antibacteriana observada del extracto de etanol del
eneldo se presentd en la cepa de Enterococcus faecalis con un halo
de inhibicién de 11mm, las demas cepas estudiadas (Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumonia y Pseudomonas aeruginosa)

presentaron un halo de inhibicion de 9mm para cada una de ellas.

La combinacion del extracto de etanol del eneldo (10mg/mL) mas la

Piperacilina (110ug) dio como resultado un sinergismo infraaditivo,
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solo en las cepas grampositivas estudiadas (Staphylococcus aureus y
Enterococcus faecalis).

En las cepas gramnegativas estudiadas (Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa) no se logré observar ninguna interaccion
que favoreciera o disminuyera la actividad antibacteriana de los

componentes utilizados para evaluar el sinergismo.
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RECOMENDACIONES

Determinar el sinergismo en otras cepas bacterianas grampositivas y
gramnegativas, para asi establecer si la combinacién del extracto de
etanol del eneldo mas el antibidtico (Piperacilina) es mas efectiva en

otras bacterias.

Analizar la actividad antibacteriana de los extractos de eneldo por
medio de la técnica de dilucién en caldo para obtener la concentracion
minima inhibitoria (CMI), de esta manera se lograria determinar la

concentracién exacta a la cual las cepas bacterianas son inhibidas.

Se recomienda determinar el sinergismo del extracto de Anethum
graveolens con antibiéticos de otros grupos diferentes a los B3-
lactamicos, para asi conocer si el extracto de esta planta puede o no
potenciar otros antibioticos.

Se sugiere utilizar el aceite esencial del eneldo para la determinacion
del sinergismo, de esta manera se podria identificar cual de los
metabolitos secundarios tendria mejor efecto en combinacion con el

antibidtico.

Evaluar otra actividad biolégica en los extractos de Anethum

graveolens como actividad antifungica, antioxidante y antiinflamatoria.
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