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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue confirmar la relacion entre la
composicion quimica y la actividad antioxidante de los extractos de las hojas
y tallos de Foeniculum vulgare frente al radical 2,2-difenil-1- picrilhidrazilo
(DPPH). La especie se adquirié en el Mercado Principal del estado Mérida y
fue identificada en el Herbario MERF de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis. Se proceso en el Laboratorio de Productos Naturales A, para lo
cual se seleccionaron y separaron las partes aéreas (hojas, tallos) y se
secaron en estufa a 40 °C y luego se molieron. Posteriormente, se obtuvieron
los extractos etandlicos de las hojas y tallos por la técnica de reflujo. El
tamizaje fitoquimico revel6 la presencia de alcaloides, triterpenos, esteroles,
compuestos fendlicos y flavonoides en ambos extractos, adicionalmente se
detectaron glicésidos cardiotdnicos en el extracto de las hojas. La actividad
antioxidante frente al radical DPPH tuvo un porcentaje de inhibicién de 92,17
% para el extracto etandlico de los tallos y 86,44 % para el extracto etandlico
de las hojas, mientras que la concentracion inhibitoria media (Clsg) fue de
37,95 yg/mL y 106,73 ug/mL, respectivamente. En este estudio se confirmé
gue la composicién quimica de los extractos de Foeniculum vulgare esta
estrechamente relacionada con la actividad antioxidante, constituyendo una
fuente de metabolitos secundarios con potencial para inhibir los radicales
libres y evitar el estrés oxidativo. De modo que, este es el primer reporte de
actividad antioxidante de Foeniculum vulgare de Mérida-Venezuela.

Palabras claves: Foeniculum vulgare, Tamizaje fitoquimico, Actividad
antioxidante, DPPH, Radicales libres.
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INTRODUCCION

La actividad antioxidante se define como la capacidad de una sustancia
para inhibir la oxidacion de diferentes biomoléculas. Asi un antioxidante es
un mecanismo de defensa que actla principalmente gracias a su capacidad
para reaccionar con radicales libres, ya que la produccion de estos genera un
desequilibrio conocido como estrés oxidativo, produciendo alteraciones en el
ADN y cambios diversos que aceleran el envejecimiento del cuerpo y pueden
ser responsables de un gran numero de enfermedades. Por lo tanto, varios
estudios se han centrado en el uso de antioxidantes sintéticos y naturales
como potentes eliminadores de radicales libres y efectos beneficiosos sobre
la salud humana y prevencion de enfermedades; sugiriendo antioxidantes
naturales ya que los sintéticos han mostrado efectos toxicos y/o mutagénicos
(Londoiio, 2012).

De tal manera, que una de las fuentes naturales de las que se puede
conseguir estos compuestos y consumirlos en la dieta son las plantas.
Debido a que se ha demostrado que sus metabolitos secundarios como los
flavonoides, ayudan a equilibrar los radicales libres del organismo, ganando
mucho reconocimiento por su potencial anticancerigeno y efectos de
promocién de la salud debido a sus atributos antioxidantes (Rodrigues,
Soszynski, Martins, Rauter, Neng, Nogueira, Varela, Barreira y Custodio,
2015).

En tal sentido, en la presente investigacion se determind la composicion
guimica y la actividad antioxidante in vitro de los extractos de las hojas y
tallos de la planta Foeniculum vulgare frente al radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH).



De este modo, el presente trabajo esta sistematizado en correspondencia
con las normas de la Asociacion Americana de Psicologia (siglas en Ingles
APA) de la siguiente manera: El Capitulo I, denominado El Problema, consta
de los siguientes subtitulos: Planteamiento del problema, Justificacion,
Objetivos de la investigacion, tanto general como especificos, Alcances y
Limitaciones de la investigacion. El Capitulo Il, denominado Marco Teorico,
contiene los siguientes elementos: Trabajos previos, Antecedentes histéricos,
Bases teoricas, Definicion operacional de términos, Operacionalizacion de
las variables e Hipotesis. El Capitulo Ill, denominado Marco Metodoldgico,
comprende: Tipo de investigacion, Disefio de la investigacion, Poblacion y
muestra, Sistema de variables, Metodologia de la investigacion y Disefio de
analisis. El Capitulo IV, se refiere a Resultados y Discusiones. El Capitulo V,
encontramos Conclusiones y Recomendaciones obtenidas con el desarrollo
de la investigacion en relacion al logro de los objetivos planteados.

Posteriormente se reflejan las Referencias Bibliohemerograficas y anexos.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

En los dltimos afios ha tomado gran interés el estudio del estrés oxidativo
en el campo de la medicina. Asi, la oxidacion es un proceso electroquimico
por el cual un ion o atomo pierde uno o varios electrones; como resultado, se
producen moléculas muy inestables, denominadas especies reactivas de
oxigeno y de nitrégeno, que tienen electrones capaces de reaccionar con
varios sustratos organicos, tales como lipidos, proteinas y ADN. La oxidacion
de esas biomoléculas genera dafo, compromete las funciones celulares
normales y puede contribuir a estados patolégicos. Entonces, aunque estas
reacciones de oxidacion son necesarias para obtener energia para un
adecuado funcionamiento celular, un desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas y los mecanismos antioxidantes, genera estrés oxidativo y

conlleva a disfuncién y muerte celular (Lozada y Garcia, 2009).

De esta manera, la mayoria de las reacciones de oxidacion utilizan el
oxigeno siendo una molécula imprescindible para la vida, pero por su alta
reactividad es un elemento toxico que al existir una perturbacion del equilibrio
entre las sustancias pro-oxidantes y antioxidantes a favor de las primeras,
genera estrés oxidativo, formandose radicales libres con impredecibles
dafios a nivel celular por lo que se encuentran implicados en multiples

enfermedades (Corrales y Mufios, 2012).



De modo que, estos procesos oxidativos alteran la homeostasis celular,
ocasionando dafio a la célula, a su ADN y junto con la produccion de
especies reactivas de oxigeno y de nitrdgeno, generan mas dafio
celular. Cabe mencionar, que la radiacion ultravioleta induce dafio directo al
ADN y ademas, por medio de la exposicion de cromoforos, activa la
produccién de especies reactivas de oxigeno que inducen estrés oxidativo.
El dafio en el ADN produce mutaciones y genotipos celulares alterados
(Lozada y Garcia, 2009).

Asi pues, desde los tiempos remotos hasta la actualidad, la humanidad ha
dependido de las plantas, utilizandolas no s6lo como alimento, sino que
también contaban con grandes propiedades curativas, ya que de ellas
obtenian productos para satisfacer necesidades, como de alimento y salud;
asi, se ha extendido su consumo puesto que aportan un gran potencial para
prevenir, tratar y curar muchas enfermedades de acuerdo a su actividad
biologica que les confiere propiedades gracias a los compuestos que poseen
(Pamplona, 2006).

En tal sentido, se esta impulsando el uso de antioxidantes de origen
natural, ya que los de origen sintético tienden a tener una mayor toxicidad y a
producir mayor cantidad de efectos secundarios. Estos antioxidantes de
origen natural se encuentran en los metabolitos secundarios de las plantas
como los compuestos fendlicos (Rodrigues y cols., 2015). Una de las fuentes
naturales en las que pudieran conseguirse estos metabolitos secundarios
son los extractos del F. vulgare por lo cual se plantea el siguiente enunciado

holopraxico:

¢,Cudl sera la relacibn entre la composicibn quimica y la actividad
antioxidante de los extractos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare

frente al radical 2,2-difenil-1- picrilhidrazilo?



Justificacion de la Investigacion

Desde hace miles de afos, el hombre fue encontrando curas para las
enfermedades que le aquejaban a través de las hojas, raices, cortezas,
semillas de las plantas silvestres, estableciendo una relacion empirica entre
el tipo de planta y la actividad bioldgica atribuida a cada una, conociendo los
beneficios del uso de las plantas para fines terapéuticos. Asi, la utilizacion de
las plantas como agentes terapéuticos en la atencién de salud, se ha
mantenido a lo largo del tiempo y puede afirmarse que aproximadamente el
60-80 % de la poblacion mundial todavia depende en gran parte de los
tratamientos tradicionales que implican el uso de extractos de plantas o de
sus principios activos. Asimismo, la poblacion de escasos recursos
economicos que tiene dificultad para recibir atencion médica y a tener acceso
a medicamentos, también se recurre a la medicina tradicional (Carrillo y
Moreno, 2006).

Sin embargo, fue solo hasta los afios 60 cuando algunos estudios
revelaron la importancia de los antioxidantes en la salud, con publicaciones
acerca del efecto de los flavonoides, el acido ascérbico y el estrés oxidativo
en el cancer. La expansion en la investigacion de los antioxidantes se veria
en las décadas subsiguientes, en donde varios investigadores se dedicaron a
estudiar el efecto protector de los antioxidantes en diferentes patologias,
como céancer, diabetes, aterosclerosis, desordenes neurodegenerativos y
envejecimiento. Todas estas condiciones patoldgicas estan asociadas a un
estado conocido como “estrés oxidativo”, es decir, un aumento en las
especies oxidantes (principalmente Especies Reactivas del Oxigeno—EROS)
y/o una disminucion en los mecanismos de detoxificacion de ellas (Delgado,

Betanzos y Sumaya, 2010).



De este modo, algunos reportes muestran a la terapia antioxidante como
una alternativa para prevenir y contrarrestar a las diversas enfermedades
asociadas al estrés oxidativo, manteniendo el balance entre la formacion y
neutralizacion de los radicales libres y neutralizando sus efectos dafiinos,
sobre la salud humana, los cuales pueden ser reducidos a través de la
ingesta de antioxidantes presentes en las plantas (Delgado, Betanzos y
Sumaya, 2010). De acuerdo a lo anterior, es de gran relevancia confirmar la
relacion entre la composicion quimica y la actividad antioxidante de los
extractos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare, logrando ademas un

aumento en la esperanza y calidad de vida de las personas.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relaciébn entre la composicion quimica y la actividad
antioxidante de los extractos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare

frente al radical 2,2-difenil-1- picrilhidrazilo.

Objetivos Especificos

e Obtener los extractos etandlicos de las hojas y tallos de F. vulgare
mediante la técnica de reflujo.

e I|dentificar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en
los extractos de las hojas y tallos de F. vulgare a través de pruebas
guimicas de coloracién y/o precipitacion.

e Determinar la actividad antioxidante y la concentracion inhibitoria
media de los extractos de las hojas y tallos obtenidos previamente
frente al radical 2,2-difenil-1- picrilhidrazilo (DPPH).



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

En este sentido, el logro de esta investigacion es validar el uso
etnobotanico de Foeniculum vulgare como antioxidante, puesto que se
verifico que sus partes contienen metabolitos secundarios con propiedades
antioxidantes, constituyendo asi esta planta una alternativa terapéutica

natural frente al estrés oxidativo.

Limitaciones de la Investigacion

Aunque la investigacion tenga un alcance concreto, la misma presento
limitaciones en el transcurso de su desarrollo como: el alto costo de los
reactivos, los recursos personales y de los proyectos del Laboratorio A de
Productos Naturales del Instituto de Investigaciones de la Facultad de

Farmacia y Bioandlisis, asi como el deterioro de esta infraestructura.

Por otro lado, los constantes cortes de electricidad, agua, gas y de
internet, asi como los problemas con el escaso transporte tanto publico como
privado y la paralizacion de las actividades de la universidad; fueron
limitantes que conllevaron a un proceso lento de la investigacion. Sin
embargo, estos obstaculos fueron superados dando cumplimiento a los

objetivos planteados.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Crescenzi, D’'Urso, Piacente y Montoro (2023), publicaron un trabajo
titulado: Analisis metabolémico y actividad antioxidante de los extractos de
hojas y tallos de Foeniculum vulgare. El objetivo del estudio fue cuantificar
algunos metabolitos de tres variedades de diferente estacionalidad de F.
vulgare, Tiziano (cultivo de invierno), Pegaso (cultivo de primavera) y
Preludio (cultivo de verano). El material vegetal se clasificé en tallos (FVLS-
T) y hojas (FVLE-T) de F. vulgare de Tiziano, tallos (FVLS-PE) y hojas
(FVLE-PE) de F. vulgare de Pegaso y por ultimo en tallos (FVLS-PR) y hojas
(FVLE-PR) de F. wvulgare de Preludio. Posteriormente, los extractos
hidroalcohodlicos de los tallos y hojas se obtuvieron mediante extraccion
asistida por ultrasonido con etanol/agua (80:20). La metodologia aplicada fue
la cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) asociada a espectrometria
de masas Q-trap utilizando el método monitoreo de reacciones mdultiples
(MRM), en la cual se cuantificaron diez compuestos polifendlicos en los tallos
y hojas, donde se logré evidenciar un mayor contenido de flavonoides en las
hojas que en los tallos de todas las variedades analizadas. Por otro lado, la
actividad antioxidante fue determinada mediante los métodos de captacion
de radicales 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) vy el ensayo de capacidad
antioxidante equivalente de Trolox (TEAC), donde cada extracto mostré una
buena actividad antioxidante, asi los resultados obtenidos comparados con

los dos controles positivos (quercetina-3-O-glucdésido y vitamina C), fueron



gue las hojas en general fueron mas activas que los tallos. Los datos del
andlisis cuantitativo mostraron que las variedades Pegaso y Preludio
ejercieron la mayor actividad antioxidante, alcanzando valores de TEAC
expresada en mg/mL de 1,501 para FVLE-PR y 1,676 para FVLE-PE
respectivamente, con un Clso para DPPH expresada en mg/mL de 0,010
para FVLE-PR y 0,634 para FVLE-PE. De acuerdo a lo anterior, este trabajo
tiene relacion con la investigacion realizada ya que el estudio revel6 que los
extractos hidroalcohdlicos de hojas y tallos de hinojo presentan una
importante actividad antioxidante asociada a su alto contenido de

compuestos fenolicos.

Falana y Nurudeen (2023), publicaron un trabajo titulado: Componentes
fitoquimicos, propiedades antioxidantes y antimicrobianas de las semillas
fermentadas de Foeniculum vulgare. El objetivo del estudio fue determinar
los componentes fitoquimicos y evaluar las propiedades antioxidantes y
antimicrobianas de las semillas fermentadas de Foeniculum vulgare. El
extracto acuoso fermentado se obtuvo por maceracion con salmuera durante
14 dias a temperatura ambiente, la muestra se filtr6 el dia 7 y luego el dia 14,
preparando una serie de diluciones para generar diferentes concentraciones
(100 %, 50 % y 25 %) de la muestra. La metodologia aplicada para
determinar la composicién quimica fue el tamizaje fitoquimico, el cual mostré
la presencia de taninos, terpenoides, fenoles, fitoesteroles, alcaloides y
flavonoides. Por otro lado, la actividad antioxidante fue determinada
mediante los métodos de captacion de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) y el ensayo de acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico
(ABTS) a diferentes concentraciones (10-100 mg/mL). El estudio revel6 que
el extracto de las semillas de F. vulgare a una concentracion de 100 mg/mL
presentd un porcentaje de inhibicién de 90,01 % para el DPPH y 89,64 %

para el ABTS; la Clsp no fue determinada por los autores pero se puede
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apreciar en las graficas de porcentaje de inhibiciébn que se encuentra por
debajo de 10 mg/mL. Por otra parte, la actividad antimicrobiana se determiné
mediante ensayos in vitro contra Staphylococcus aureus, Salmonella typhi y
Escherichia coli, utilizando el método de difusion en pozos de agar, arrojando
gue las zonas de inhibicion obtenidas dependieron de las concentraciones
probadas (100 %, 50 % y 25 %) y oscilaron entre 5 mm y 18 mm las
muestras del dia 7 y entre 6 mm y 20 mm las muestras del dia 14 contra los
patdgenos de prueba. Por lo tanto, este trabajo tiene relacion con la
investigacion realizada ya que el estudio revel6 que el extracto de semilla de
hinojo presenta una importante actividad antioxidante asociada a sus

componentes fitoquimicos.

Khammassi, Habiba, Mighri, Mouna, Oumayma, Secer y Yassine (2023),
publicaron un trabajo titulado: Deteccidn fitoquimica de aceites esenciales y
componentes de extractos metandlicos de Foeniculum vulgare Mill. El
objetivo del estudio fue determinar la composicion quimica del aceite
esencial (AE) y del extracto metandlico (EM) de las semillas de Foeniculum
vulgare Mill, ademas de evaluar su actividad fitotdéxica y antifangica. El aceite
esencial se obtuvo por hidrodestilacion utilizando la trampa de Clevenger y el
extracto fue obtenido mediante la técnica de maceracion con metanol y se
concentré en un evaporador rotatorio al vacio a presion reducida con una
temperatura de 40 °C. La metodologia aplicada fue el andlisis Cromatografia
de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM) para €l estudié de
la composicion quimica del aceite esencial detectando elevadas cantidades
de monoterpenos, compuestos principalmente de estragol (76,2 %), a-tujona
(9,6 %) y limoneno (8,6 %). Por otra parte, se empleo el andlisis de
cromatografia liquida-espectrometria de masas (CL/EM) que permitié la
identificacibn de 18 compuestos fendlicos distribuidos en ocho &cidos

fendlicos, un acido no fendlico y nueve flavonoides en el extracto metandlico.
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En un segundo paso, se evalud su actividad fitotoxica mediante bioensayos
en placas de petri a diferentes dosis con referencia a un control negativo
(agua destilada) y un control positivo (glifosato) donde se evidencio que el
aceite esencial y el extracto metandlico de las semillas de F. vulgare
inhibieron completamente la germinacion y el crecimiento de las plantulas de
los cultivos y malezas. Por ultimo, en cuanto a la actividad antifungica, el
aceite esencial y el extracto de las semillas de F. vulgare mostraron
actividades variables interesantes segun la dosis y la cepa probada. Por tal
motivo, este trabajo respalda la investigacion porque presenta informacion
valiosa sobre la composicion quimica del extracto metandlico de las semillas

de Foeniculum vulgare.

Antecedentes Historicos

Antiguas civilizaciones lograron utilizar las plantas para la sanacion de la
salud humana, lo cual constituye hoy en dia un conocimiento ancestral que
sigue siendo aplicado. Sin embargo, lejos de este uso directo, la ciencia
farmacoldégica no es mas que una evolucion tecnolégica que a pesar de
utilizar sustancias sintéticas, usa como gran base los extractos naturales de
algunas plantas, de las cuales se extrae el compuesto medicinal necesario
(Bravo, 2003).

Por lo que, se emplean productos de origen vegetal para la prevencion, la
curacion o el alivio de una amplia variedad de sintomas y enfermedades.
Pero, como cualquier otro medicamento, las plantas pueden provocar
reacciones adversas, intoxicacién por sobredosis o interacciones perniciosas
con otras sustancias. De este modo, el conocimiento de las ventajas y

desventajas del consumo de las plantas medicinales ha contribuido a
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desarrollar nuevas estrategias y métodos adecuados para evaluar sus

posibles efectos beneficiosos y perjudiciales (Blanco y Garcia, 2019).

Las ultimas décadas son testigos de un renovado interés por los
productos naturales, a pesar de la gran cantidad de farmacos y otros
recursos terapéuticos disponibles en el mercado. Tanto los paises en
desarrollo como los desarrollados se interesan en aprovechar sus recursos
tradicionales para aplicarlos en los programas nacionales de salud. Asi
mismo, diferentes experimentos farmacologicos han demostrado de manera
convincente la capacidad de ciertas plantas para exhibir actividades
antifangicas, antibacterianas, antioxidantes (Morales, Garcia, Acosta, Vega,

Céspedes y Perdomo, 2020).

Entre las plantas con amplio uso se destaca el Foeniculum vulgare, es el
nombre valido mas antiguo dentro del género Foeniculum para la planta
designada por Karsten como Foeniculum Foeniculutn, por razones que no
adoptd sistematicamente el sistema binomial de nomenclatura. EI nhombre
Foeniculum vulgare esta acreditado a Philip Miller, quien lo publicé por
primera vez en la octava edicién de su "Diccionario de Jardineros” en 1768.
Es una planta medicinal perteneciente a la familia de las Umbeliferas
(Apiaceae), conocida y utilizada por los humanos desde la antigiedad,
debido a su sabor (Muckensturm, Foechterlen, Reduron, Danton vy
Hildenbrand, 1997).
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Bases Teodricas

Familia Apiaceae

La familia Apiaceae anteriormente clasificada como Umbelliferae debido a
la forma similar a la sombrilla, es una familia de plantas herbaceas y algunos
arbustos faner6gamos pertenecientes al orden de las Apiales. A nivel
mundial se han reportado 418 géneros y alrededor de 3100 especies. Esta
familia presenta numerosas plantas aromaticas que se dividen en tres
subfamilias: Apioideae, Saniculoideae y la Hidrocotiloideae (Downie, Katz y
Watson, 2000).

Asi, esta familia se caracteriza por flores dispuestas en umbela, tallos
fistulosos, hojas alternas sin estipulas generalmente muy divididas con
vainas ancha. Inflorescencia en umbela simple o compuesta. Flores
generalmente hermafroditas situadas en el exterior de la umbela y frutos tipo
esquizocarpo que se dividen a lo largo en 2 fracciones (mericarpos), cada
una con una semilla (Heywood, 1985; Downie, Katz y Watson, 2000).
Taxondmicamente se clasifica de la siguiente manera (Koppula y Kumar,
2013):

¢ Reino: Plantae

e Division: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida

e Orden: Apiales

e Familia: Apiaceae
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La familia Apiaceae presenta una amplia distribucion en el mundo, es
cosmopolita. Incluso alcanzando el artico de Eurasia y Norte América y las
Islas Antarticas al sur del Estrecho de Magallanes y Nueva Zelanda. Se
encuentran practicamente en todos los habitats y frecuentemente son
dominantes en zonas céalidas o de altas altitudes, evitando asi las tierras

bajas de zonas tropicales (Robineau, 2005).

Composicion quimica

La familia Apiaceae se caracteriza por la presencia de numerosas
sustancias bioactivas. Muchos estudios han reportado diversos compuestos
como los mono y poliacetilénos, tales como el falcarinol (1) (Daucus), la
cicutoxina (2) (Cicuta), la enantotoxina (3) (Oenenthe). Asimismo, presenta
alcaloides como la coniina o cicutina (4). Los flavonoides mas comunes en
las plantas de esta familia son el kaempferol (5), quercetina (6) y luteolina (7).
Adicionalmente, se han aislado saponinas en algunos especies como
Physospermum verticillatum y cumarinas como la umbeliferina (8) (Figura 1)
(Christensen y Brandt, 2006).

Falcarinol (1) , ,
Cicutoxina (2)
Figura 1. Algunos compuestos aislados de la familia Apiaceae.
Tomado y modificado de Christensen y Brandt, 2006; Pefarrieta, Tejeda,

Mollinedo, Villa'y Bravo, 2014.
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Figura 1. Algunos compuestos aislados de la familia Apiaceae
(Continuacion).
Tomado y modificado de Christensen y Brandt, 2006; Pefarrieta y cols.,
2014.

Usos etnobotanicos y actividades biologicas

La importancia de la familia Apiaceae desde el punto de vista econémico
es notable, puesto que cuenta con gran cantidad de especies, empleandose
como legumbre para consumo humano entre ellas tenemos: zanahoria
(Daucus carota), Apio (Apium graveolens) y condimentos como perejil
(Petroselinum crispum); eneldo (Anethum graveolens) o medicinales como es

el caso de Foeniculum vulgare por sus propiedades carminativas en el
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tratamiento sintomético de desérdenes digestivos, ademas de usarse en la
elaboracion de bebidas alcohdlicas como licores aromatizados. Algunas
especies de esta familia son venenosas por su contenido de alcaloides,
como el caso de la cicuta (Conium maculatum) y el nabo del diablo
(Oenanthe crocata) cuya venta esta regulada por las normativas espafiolas
(Downie, Katz y Watson, 2000; Christensen y Brandt, 2006).

Género Foeniculum

Se ubica dentro de la familia de Apiaceae, que comprende unos 418
géneros y alrededor de 3100 especies. A pesar de los informes de varias
especies de Foeniculum en todo el mundo, muchas de estas especies se han
convertido en sindnimos entre si. Actualmente, las especies aceptadas son
Foeniculum scoparium Quézel, Foeniculum subinodorum Maire, Weiller &
Wilczek y Foeniculum vulgare Mill. Taxonomicamente se clasifica de la

siguiente manera (Koppula y Kumar, 2013; Kocer, 2023):

¢ Reino: Plantae

e Division: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida

e Orden: Apiales

e Familia: Apiaceace

e Subfamilia: Apioideae

e Género: Foeniculum

Desde el punto de vista botanico, este género se caracteriza por

especies que tipicamente poseen una altura media de 2 metros, hojas de
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aproximadamente 40 cm de longitud, de forma filiforme y flores que
comunmente son de un color amarillo dorado brillante matiz (Khan y
Musharaf, 2014; Mehra, Tamta y Nand, 2021). El género Foeniculum
presenta una amplia distribucion, inicialmente se limitaron a los paises
mediterraneos y europeos, pero en los ultimos afios, el cultivo se ha
expandido a regiones como China, Africa, India y el Norte de América.
(Krishnamurthy, 2011; Khan y Musharaf, 2014; Mehra y cols., 2021).

Composicion quimica

Estudios previos sobre los metabolitos secundarios presente en este
género reportan la presencia de compuestos fendlicos como &acido
clorogénico (9), acido cafeico (10), éacido trans ferulico (11), acido
rosmarinico (12) y acido p-cumarico (13); al igual se encontré que contenian
flavonoides como kaempferol (5), quercetina (6), apigenina (14) y cinarosido
(15). Ademéas de cumarinas como psoraleno (16), xantotoxina (17) y
escoparona (18) (Figura 2) (Roby, Sarhan, Selim y Khalel, 2012; Khan y
Musharaf, 2014; Mehra y cols., 2021).

HO,,. CO,H o
0
) HO X"“0H
HO' Y Yo Z
OH HO
OH
) OH
Acido clorogénico (9) Acido caféico (10)

Figura 2. Algunos compuestos aislados del género Foeniculum.

Tomado y modificado de Mehray cols., 2021; Khammassi y cols., 2023.
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Figura 2. Algunos compuestos aislados del género Foeniculum
(Continuacion).

Tomado y modificado de Mehray cols., 2021; Khammassi y cols., 2023.
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Usos etnobotanicos y actividades bioldgicas

Se puede observar, que entre las especies del género Foeniculum, F.
vulgare destaca como la especie con mas investigaciones sobre la
composicion quimica, siendo esta la més utilizada en cuanto a su rango de
aplicaciones. Al examinar la distribucién de areas de aplicacién, se pueden
clasificar en tres grupos principales: salud, nutriciéon y la industria de pinturas.
En el ambito de la salud, se utiliza como tratamiento contra la conjuntivitis,
gastritis, resfriado comun, hinchazon, antiemético, diarrea hipnotica,
trastornos renales, colicos en nifios, sindrome del intestino irritable, laxante,
estimulacion de la lactancia en mujeres embarazadas (galactagogo), vision
borrosa, dolor de encias y tos. En el campo de fabricacion, el tinte verde
claro natural obtenido de las hojas se utiliza en cosméticos, colorantes de

madera y como colorante alimentario (Kocer, 2023).

Especie Foeniculum vulgare

El Foeniculum vulgare es una de las especies del género Foeniculum
(Figura 3), originaria de la Europa del Mediterraneo se introdujo en Espafa
en la década 1970 en éareas del litorial mediterraneo se encuentra en casi
todas las provincias y en algunas de ellas su recoleccién esta regulada.
Existe una gran variedad de nombres vernaculos, tanto en castellano como
en las distintas lenguas oficiales; algunos de estos nombres son: cafiguera,
perejilon, cenoyo, fenojo, caramuda, fleiteiro y anado (Badgujar, Patel y
Bandiudekar, 2014).
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Figura 3. Especie Foeniculum vulgare.
Tomado y modificado de Badguijar, Patel y Bandiudekar, 2014.

En cuanto a la descripcion botéanica, el hinojo, Foeniculum vulgare es una
planta perenne que puede llegar a medir hasta 250 cm. Su tallo es erecto,
estriado, glauco, glabro, sin restos fibrosos en la base y ramificado en su
mitad superior. Las hojas 3-4 pinnatisectas poseen un contorno triangular y
son pecioladas y glabras; las caulinares son alternas y progresivamente
menos divididas y mas cortas, mientras que las superiores se reducen a un
pequefio apéndice mas corto que la vaina (Beyazen, Dessalegn y Mamo,
2017). Taxondmicamente se clasifica de la siguiente manera (Crespo y Mora,
1997):

¢ Reino: Plantae

e Division: Magnoliophyta
¢ Clase: Magnoliopsida

e Orden: Apiales

e Familia: Apiaceace
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e Subfamilia: Apioideae
e Género: Foeniculum

e Especie: Foeniculum vulgare

Actualmente se encuentra distribuida practicamente por todo el mundo y
en algunas zonas actla como especie invasiva, desplazando a la flora
autoctona. Esta planta crece en los margenes de los caminos, en campos de
cultivo y matorrales, esta presente a nivel del mar y hasta los 1200 metros de
altitud (Badgujar y cols., 2014).

Composicion quimica

Estudios previos sobre los metabolitos secundarios que se han
reportado de esta especie (Figura 4), sefiala una presencia significativa de
compuestos fendlicos donde destacan ocho acidos fendlicos como el acido
protocatéquico (19), acido clorogénico (9), acido 4-O-cafeoilquinico (20),
acido cafeico (10), acido siringico (21), acido p-cumarico (13), acido trans
ferulico (11), acido salviandlico (22) y un compuesto de acido no fendlico
como el acido quinico (23). Por otro lado, indica la presencia de nueve
flavonoides siendo el principal por su abundancia el cirsiliol (24), sin
embargo, hay niveles notables de epicatequina (25), rutina (26), quercetina
3-O-ramnosido (27), naringenina (28), apigenina (14), apigenina-7-O-
glucosido (29), quercitina (6) y naringina (30) (Khammassi y cols., 2023).
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Figura 4. Algunos compuestos aislados de Foeniculum vulgare.

Tomado y modificado de Khammassi y cols., 2023.
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Figura 4. Algunos compuestos aislados de Foeniculum vulgare
(Continuacion).

Tomado y modificado de Khammassi y cols., 2023.
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Usos etnobotanicos y actividades bioldgicas

En los ultimos afios se han realizado numerosos estudios para determinar
las propiedades farmacoldgicas de Foeniculum vulgare que demuestran que
el hinojo posee las mas variadas actividades; de ellas destacamos
carminativa, antimicrobiana, antiviral, antiinflamatoria, antialérgica,
hepatoprotectora, ansiolitica, potenciadora de la memoria, estrogénica,
galactégena, expectorante, diurética, antihipertensiva, antitrombotica,
antitumoral, hipolipemiante, hipoglucemiante, antiespasmadica,
antienvejecimiento, broncodilatadora y antioxidante (Muckensturm y cols.,
1997).

Segun Bruneton (2001), indica que las semillas se emplean de forma
tradicional por sus propiedades carminativas en el tratamiento sintomatico de
desordenes digestivos, tales como flatulencia, digestiones lentas, asi como
en procesos dolorosos por trastornos digestivos. Ademas se recomienda
para limpiar la sangre, aumentar la secrecién lactea y reminalizar el

organismo.

Productos Naturales

Las plantas son fuente de innumerables recursos utiles para el desarrollo
de la ciencia. A toda esa diversidad de compuestos que el hombre extrae de
un vegetal y aprovecha o intenta darle alguna utilizaciéon los denominamos
productos naturales vegetales o metabolitos secundarios. Estos no son
esenciales para el funcionamiento de las células vegetales y no participan en
las transformaciones bioquimicas comunes. Su presencia puede llegar a ser

tan especifica que solo ciertas especies de una familia pueden producirlos,
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proporcionando asi una forma de caracterizar quimiotaxonémicamente a las
plantas. También son conocidos como productos quimicos, en su mayoria
son utilizados para aliviar, fortalecer las defensas del cuerpo, controlar la
fisiologia y hasta las emociones de quien las consuma (Albornoz, 1992;
Marcano y Hasegawa, 2018).

Asi, los metabolitos secundarios se sintetizan en pequefas cantidades y
no de forma generalizada, son compuestos que no se asocian directamente
a los procesos de crecimiento y desarrollo, si no que le confieren a las
plantas propiedades biologicas. Por lo que, se diferencia de los metabolitos
primarios o productos bioquimicos, que son sustancias esenciales que la
célula vegetal necesita para su funcionamiento, por lo que su variacion es
minima dentro de las plantas, como son los lipidos, aminoacidos, azucares,

entre otros (Albornoz, 1992; Marcano y Hasegawa, 2018).

Clasificacion de los productos naturales

Estos se pueden clasificar de varias formas, asi se pueden agrupar de
acuerdo a sus caracteristicas estructurales, segun el género de su fuente
vegetal, por sus efectos fisioldgicos, las similitudes en la ruta por la que son
sintetizados (biosintesis), su accién biolégica o segun su fuente de
produccion, pero es inevitable la superposicion ya que al ser por ejemplo,
moléculas polifuncionales se hace dificil ubicarlas en un determinado grupo
guimico, o pueden tener la misma accién y ser compuestos diferentes, o
generar compuestos distintos y tener la misma fuente de produccion. Por lo
tanto, las clasificaciones estructurales y biosintéticas son el criterio mas
apropiado, involucrando la formacién de los metabolitos primarios y
secundarios (Marcano y Hasegawa, 2018). De tal manera, estos se agrupan

en:
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Terpenos: estos incluyen un gran grupo de sustancias con un niamero de
atomos de carbono que generalmente es multiplo de cinco, inicialmente
llamadas isoprenoides, y actualmente denominadas terpenoides, no
contienen anillos arométicos y van de sustancias de bajo peso molecular
como los monoterpenos presentes en diferentes aceites esenciales hasta
polimeros de méas de 4.000 atomos de carbono, como el caucho. Ademas de
las notables variaciones estructurales, presentan propiedades que las hacen
utiles como materias primas fundamentales para muchos productos y

procesos industriales, alimentarios y farmaceéuticos (Martinez, 2020).

Por lo tanto, son los mas numerosos de los metabolitos secundarios
como: hormonas, pigmentos o0 aceites esenciales. Son insolubles en agua y
derivan de la union de unidades de isopreno (5 atomos de C) y se clasifican
segun el numero de estas unidades en monoterpenos (2 unidades, 10 C),
sesquiterpenos (3 unidades, 15 C), diterpenos (4 unidades, 20 C), triterpenos
(6 unidades, 30 C), tetraterpenos (8 unidades, 40 C) y se habla de
politerpenos cuando contienen mas de 8 unidades de isopreno (Martinez,
2020).

Compuestos fendlicos: derivan del fenol, un anillo aromatico con un
grupo hidroxilo. Entre estos tenemos: el nucleo de las cumarinas (31) (Figura
5), son una amplia familia de lactonas, altamente fluorescentes bajo luz UV y
aun en la region del visible. Las ligninas son una clase de compuestos
fenilpropanoides ampliamente distribuidos en la naturaleza cuyas estructuras
sustentan la visibon de que se forman por dimerizacibn oxidativa o
polimerizacién de unidades C6C3 (Marcano y Hasegawa, 2018; Martinez,
2020).
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Figura 5. Estructura quimica general de las cumarinas

Tomado y modificado de Castillo, Zavala y Catrrillo, 2017.

También se encuentran los flavonoides que tienen una estructura quimica
muy definida, son moléculas que tienen dos anillos bencénicos (o
aromaticos) unidos a través de una cadena de tres atomos de carbono,
puesto que cada anillo bencénico tiene 6 atomos de carbono, los autores los
denominan simplemente como compuestos C6-C3-C6 y el esqueleto recibe
el nombre de nucleo de flavano (32) (Figura 6). Son los compuestos fendlicos
mas numerosos y se encuentran en todo el reino vegetal. Para su estudio
sistematico los mas de 9000 flavonoides naturales se han clasificado en
varias clases de acuerdo con las variantes estructurales que presenta la
cadena central C3. Asi, se clasifican en varios grupos, siendo los principales
(Figura 7): flavonas (33), flavonoles (34), flavanonas (35), isoflavonoides (36),
antocianidinas (37). Entre sus funciones se encuentra la defensa y la
pigmentacion. Uno de los flavonoides mas comunes es la quercetina (6)
(Martinez, 2020).

5 4

Nucleo de flavano (32).
Figura 6. Estructura quimica del nucleo de flavano

Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa, 2018.
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Flavonoles (34)

I

Isoflavonas (36)

Antocianidinas (37)

Figura 7. Estructuras basicas de las principales clases de flavonoides.

Tomado y modificado de Martinez, 2020.

Y por ultimo, los taninos son polimeros de alto peso molecular que se
encuentran practicamente en todas las plantas superiores y por ello se los
considera productos universales; junto con las ligninas estan dentro de las
células en asociacion intima con la celulosa formando el tejido de sostén de
los vegetales superiores. Su funcion en las plantas no esta clara se cree que
son utilizados por el vegetal como proteccion contra infecciones de hongos y
parasitos (los arboles pobres en taninos se pudren rapidamente) (Marcano y

Hasegawa, 2018).

Glicésidos: su nombre hace referencia al enlace glicosidico. Asi, existen
cuatro grupos de interés: saponinas, glicésidos cardiacos, glicésidos
cianogénicos y glucosinolatos. De esta manera, las saponinas son glicosidos

terpenoides, que tienen la propiedad de disminuir la tensién superficial de las
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soluciones acuosas. Asi se han estudiado dos grandes grupos como son las
saponinas triterpenoides y las saponinas esteroides. Las primeras, son
ampliamente distribuidas en las plantas, con propiedades hemoliticas,
membranoliticas y téxicas contra hongos; se estan estudiando por sus
propiedades benéficas para la salud, como potencial proteccion contra el
riesgo de cancer, la disminucion de los niveles de colesterol y azlcar en la

sangre, ademas de propiedades antiinflamatorias (Martinez, 2020).

Por otro lado, las saponinas esteroides (38) (Figura 8), constituyen desde
hace muchos afios, una materia prima importante para la produccién de
medicamentos esteroides, presentan actividades bioldégicas como: citotoxica,
anticancer, antinflamatoria, antihongos, hemostatica, etc. Tienen la propiedad
de formar espuma abundante y estable al agitar sus soluciones acuosas
(Martinez, 2020). De esta manera, las saponinas contienen una 0 mas
moléculas de azucar en su estructura; también se pueden presentar como
agliconas, es decir, sin el azlcar, en cuyo caso se denominan sapogeninas.
La adicion de un grupo hidrofilico (azucar) a un terpenoide hidrofobico da
lugar a las propiedades surfactantes o detergentes similares al jabon que

presentan las saponinas (Marcano y Hasegawa, 2018).

Glicosido
Saponina esteroide (38)

Figura 8. Estructura quimica de las saponinas esteroidales

Tomado y modificado de Martinez, 2020.
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Por otro lado, los glicésidos cardiacos o cardendlidos son semejantes
a las saponinas esteroideas, tienen también propiedades detergentes, pero
Su estructura contiene una lactona. Se encuentran de forma natural en forma
de glicésidos o de agliconas. Mientras los glicésidos cianogénicos son
compuestos nitrogenados, sintetizados por algunas plantas y que por
hidrélisis acida, liberan cianuro de hidrogeno, capacidad, conocida como
ciano génesis. Y los glucosinolatos (conocidos con la sigla GS) son
metabolitos secundarios azufrados, que desempefian papeles importantes en
los vegetales, por ejemplo, como anti herbivoros, y que ademas presentan
actividades como la prevencion contra el cancer y actividad antibiotica
(Avalos y Pérez, 2009; Martinez, 2020).

Alcaloides: los alcaloides, como la nicotina (39), son sustancias de origen
biologico que ademas de carbono, hidrogeno y oxigeno; contienen nitrégeno
(Figura 9). Son de caracter alcalino, con por lo menos un atomo de N en un
heterociclo, que presentan actividad biologica y se encuentran especialmente
en las plantas superiores. Son derivados de aminoacidos, insolubles en agua

y forman sales con acidos minerales (Martinez, 2020).

Nicotina (39)
Figura 9. Estructura quimica de un alcaloide

Tomado y modificado de Castillo y cols., 2017.
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Biosintesis de los productos naturales

Esta se lleva a cabo a través de la fotosintesis en las plantas superiores y

algas, siendo un proceso endotérmico que necesita de la luz solar y los que

no absorben la luz obtienen energia para la biosintesis de los carbohidratos

(Esquema 1). De esta manera, los compuestos simples se modifican, se

recombinan y forman grandes moléculas, donde los metabolitos secundarios

se forman por

distintas vias. Asi, los compuestos organicos estan

constituidos por carbono e hidrogeno, algunos contienen oxigeno, nitrogeno,

azufre, fésforo y halégenos, aunque estos ultimos son menos frecuentes. Por

lo que, las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios

derivan del metabolismo primario del carbono (Marcano y Hasegawa, 2018).

Esquema 1. Metabolitos secundarios vegetales y sus rutas metabdlicas.

GLUCOLISIS

ERITROSA + FOSFATO

FOSFOENOL PIRUVATO

ACIDO PIRUVICO

V] / V]
ACIDO SHIKIMICO AMINOACIDOS NO PROTEICOS ACETIL CoA
CICLO DEL
AC. CITRICO
AMINOACIDOS AROMATICOS ALCALOIDES GLUCOSIDOS AMINOACIDOS
CIANOGENICOS GLUCOSINOLATOS ALIEATICOS
ACIDOS CINAMICOS MALONIL CoA ACIDOS GRASOS ACIDO MEVALONICO
| CUMARINAS | FLAVONOIDES POLICETIDOS POLIACETILENOS TERPENOIDES
POLIFENOLES CARDENOLIDOS
FLAVONOIDES (TANINOS POLIFENOLES SAPONINAS
CONDENSADOS) (ANTRAQUINONAS)

Tomado y modificado de Camacho, Ramos, Avila, Sanchez y Lépez, 2020.
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De manera que, la biosintesis de los terpenos o terpenoides se lleva a
cabo a partir de metabolitos primarios. Por lo que, hasta hace algunos afios
se pensaba que todos los compuestos terpenoides naturales se
biosintetizaban por la ruta de la acetilcoenzima a través de un intermedio
comun que es el &cido mevalénico (sigla inglesa MVA). Sin embargo,
recientemente se tienen evidencias que algunos terpenoides no se originan
solo por esta ruta, sino también por dos rutas alternas, una ruta que se
denomina la ruta modificada del acido mevalonico y una ruta alterna que
puede involucrar piruvato, gliceraldehido-3-fosfato y un intermedio de 5
atomos de carbono: el metileritritolfosfato (sigla inglesa MEP). Asi, la ruta
clasica del acido mevaldnico ocurre en el citosol de las células vegetales y da
origen a terpenoides C15n (n = impar), mientras que la ruta del metileritritol
fosfato ocurre en los plastidios y da origen especialmente a terpenoides
C10n (Martinez, 2020).

Por lo que, en el proceso de biogénesis del acido mevalodnico inicialmente
se condensan dos moléculas de acetilCoA, con la participacion hipotética de
una R-cetotiolasa y una enzima condensante. Enseguida esta unidad es
atacada por otra unidad de acetilCoA que ha perdido un H-a. La hidrdlisis de
una de las dos funciones tioéster da Ilugar a la (-hidroxi-3-
metilglutarilcoenzima-A. Una segunda hidrélisis del otro grupo tioéster
seguida de dos reducciones sucesivas con una reductasa NADPH-
dependiente se llega al acido mevalonico. ElI acido mevaldnico es el
precursor de las dos unidades basicas que dan origen a los terpenoides:
Isopentenilpirofosfato (IPP) y y,y -dimetilalilpirofosfato (DMAPP), estos dos
intermedios también son generados a través de las rutas alternas del acido

mevaldnico modificado y del metileritritol fosfato (Martinez, 2020).

Por otra parte, la biosintesis de compuestos fendlicos en las plantas

superiores se da por la ruta del acido shikimico, siendo responsable de la
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biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos, a partir de eritrosa-4-P
y de &cido fosfoenolpirdvico, se inicia una secuencia de reacciones que
conduce a la sintesis de acido shikimico y derivados de éste, aminoacidos
aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina). La mayoria de los compuestos
fendlicos derivan de la fenilalanina. De modo que, el proceso enzimético en
la planta comienza con la produccién de fenilalanina y tirosina. La
fenilalanina es el sustrato de la fenilalanina amonio liasa, una enzima clave
que conduce a la formacion de los compuestos fenolicos (Avalos y Pérez,
2009; Pefarrieta y cols., 2014).

Otros compuestos fendlicos como el acido galico y sus derivados se
forman a partir de la 3-dehidroshikimato via dehidroshikimato
deshidrogenasa. El metabolismo central de la via fenil propanoide comienza
cuando la fenilalanina amonio liasa convierte la fenilalanina en &acido
cinamico y es hidroxilado por el acido cinamico 4-hidroxilasa. Por ultimo, el
acido 4-cumarico es esterificado por la coenzima A por el acido 4-cumarico:
ligasa CoA. La biosintesis de flavonoides continla por la via de los
fenilpropanoides, comenzando con la formacién de chalconas mediante una
reaccion catalizada por chalcona sintetasa con acido 4-cumarico: CoA y
malonil-CoA como sustrato. Esta ruta esta presente en plantas, hongos y
bacterias, pero no en animales (Avalos y Pérez, 2009; Pefarrieta y cols.,
2014).

En cambio, los glicosidos son metabolitos vegetales de gran importancia,
gue se forman del enlace glicosidico cuando una molécula de azucar se
condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo. Existen tres grupos de
glicésidos de particular interés: saponinas, glicésidos cardiacos y glicosidos

cianogénicos. Una cuarta familia, los glucosinolatos, se incluyen en este
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grupo debido a su estructura similar a los glicésidos (Marcano y Hasegawa,
2002).

Mientras que los alcaloides naturales derivan principalmente de
aminoacidos como ornitina, lisina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, acido
antranilico, acido nicotinico y en menos proporcion asparagina, prolina y
acido glutamico. Asi, Fenilalanina, tirosina y acido antranilico, derivan del
acido shikimico; mientras que el triptéfano deriva del acido antranilico, es
decir, también de acido shikimico. Por otro lado, a partir de los aminoacidos
no aromaticos ornitina y lisina se originan diversos alcaloides que tienen los
anillos N-metilpirrolidina (anillo de 5) y piperidina (anillo de 6), como son los
alcaloides tipo pirrolidina, pirrolozidina, del tropano, esparteina y lupina, del

licopodio, entre otros (Martinez, 2020).

Extractos Vegetales

Los extractos vegetales se han definido como preparaciones liquidas o en
polvos obtenidos por la retirada de los principios activos de los vegetales por
diversas metodologias de extraccion, con la finalidad de concentrar las

sustancias (Nascimiento, Diniz, De Mesquita, De Oliveira y Costa, 2008).

Se puede definir entonces a la extraccion como la separacion de una
sustancia del seno de una mezcla, por la accién de un disolvente que la
disuelve selectivamente (Lamarque, Zygadlo, Labuckas, Lépez, Torres y
Maestri, 2008).
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Métodos de Obtenciéon de Extractos

De tal manera, que para aprovechar los principios activos de los vegetales
se debe extraer secuencialmente los componentes de un tejido vegetal,
generalmente se parte de material molido y deshidratado, para evitar la
posible formacién de emulsiones entre el agua contenida en el material y los
disolventes organicos a utilizar. El tipo de compuestos organicos a extraer
dependera fundamentalmente de la polaridad del disolvente elegido.
Normalmente, para realizar una extraccion secuencial, se comienza con un
disolvente poco polar (hexano, éter de petrdleo, cloroformo). Luego de la
extraccion, el residuo se separa del disolvente y se somete a una nueva
extraccion empleando un disolvente de mayor polaridad éter etilico, metanol,

etc (Lamarque y cols., 2008).

Extraccion por Reflujo: en el proceso de reflujo, el material previamente
disuelto en el solvente elegido, se somete a ebulliciébn. Para evitar que un
calentamiento excesivo evapore el solvente se utiliza un sistema de reflujo
(Figura 10) que consiste en enfriar el vapor del solvente con un refrigerante y
devolverlo al balén que contiene el material para continuar el proceso, esto
ademas garantiza que no haya pérdidas ni de material ni de solvente durante
el proceso de extraccion. La temperatura elevada del disolvente permite una
mejor extraccion de los componentes deseados, ya que la solubilidad de la
mayoria de las sustancias aumenta con la temperatura. Este método
presenta el inconveniente de que muchos compuestos termolabiles se
alteran o descomponen a la temperatura de ebullicion del disolvente

(Lamarque y cols., 2008).
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Figura 10. Equipo de reflujo.

Tomado y modificado de Lamarque y cols., 2008.

Extraccion por Maceracion: la maceracion es una técnica de extraccion
gue consiste en remojar el material a extraer, debidamente fragmentado, con
un disolvente apropiado, hasta que éste penetre los tejidos ablandando y
disolviendo las porciones solubles. Debe realizarse en un recipiente que no
interfiera ni reaccione con el disolvente, preferiblemente de vidrio. Se coloca
el material a extraer y se cubre con el disolvente. Se tapa y se deja en
reposo, con 19 agitaciones ocasionales. Finalmente se filtra el liquido y si la
extraccion no estd completa se repite el procedimiento (Lamarque y cols.,
2008).

Extraccion por Lixiviacion o Percolacion: es un proceso ampliamente
difundido que consiste en colocar el material fragmentado en un recipiente
cbnico o cilindrico (Figura 11), haciendo pasar un disolvente apropiado a
través del mismo. El tamafio de las particulas del material a extraer no debe
ser menor a los 3 mm aproximadamente, dado que el disolvente no
percolara. Sin embargo, el material debe estar debidamente compactado de

modo que el disolvente eluya con cierta lentitud dando tiempo al mismo a
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tomar contacto con los tejidos y extraer los componentes deseados. De otra
manera, el residuo deshechado contendra gran parte del componente de
interés. Este método no difiere significativamente de la maceracién, aunque
requiere el agregado de solvente en forma constante (Lamarque y cols.,
2008).

f

Figura 11. Columna para Lixiviacion.

Tomado y modificado de Lamarque y cols., 2008.

Extraccion en Sohxlet: utiliza un sistema de evaporacion y condensacion
continla sobre una muestra generalmente seca y molida previamente (Figura
12). Se utilizan solventes organicos de mediana o baja polaridad como
hexano, diclorometano, entre otros. Es muy utilizada para la extraccion de
sustancias de mediana y baja polaridad, particularmente lipidos tales como
triglicéridos, terpenoides, etc. Presenta como ventaja que al ser un proceso
continuo se pueden realizar extracciones exhaustivas de las sustancias de
interés, a las temperaturas de ebullicion de los solventes usados (Martinez,
2020).

La extraccion en Sohxlet permite el trabajo con muestras de 10 a 30 g, no
requiere de filtracion después de la extraccion, y no requiere generalmente
gue esté presente el analista todo el tiempo durante el proceso de extraccion.

Las desventajas incluyen los tiempos largos de extraccion (dependiendo del
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tamafio de la muestra hasta 24-48 horas), los volimenes grandes de
solventes organicos necesarios y la necesidad de concentrar (evaporar)

grandes volumenes de solventes (Martinez, 2020).

Muestra

e Solvente

m‘. extractor
Figura 12. Sistema de extraccién Sohxlet.

Tomado y modificado de Martinez, 2020.

Extraccion por arrastre con vapor: el mas antiguo y sencillo método
para obtener aceites esenciales es la destilacién por arrastre con vapor, a
partir del material vegetal, lo mas fresco posible. Si un liquido organico es
insoluble en agua y tiene una presion de vapor apreciable a la temperatura
de ebullicion de aquélla, puede destilarse arrastrandolo con vapor de agua.
Este método permite la maxima difusién del vapor a través del material
vegetal, reduciendo los dafios que pudiesen sufrir los componentes de las
esencias extraidas por otros métodos. Los aceites esenciales o simplemente
esencias son sustancias volatiles e insolubles en agua por lo que pueden ser
arrastradas por una corriente de vapor de agua. El equipo para realizar esta

operacion consta de un recipiente con agua, una camara de extraccion y un



brazo lateral colector, unido por un lado a un refrigerante y por otro al

destilador propiamente dicho (Figura 13) (Lamarque y cols., 2008).

Para dicha extraccion, el material vegetal se corta en trozos pequefios y
se coloca en la cdmara de extraccion. Se calienta el agua hasta ebullicion y
se mantiene el hervor durante una hora, observandose la condensacion de
dos fases liquidas que posteriormente son retiradas y separadas. En las
destilaciones por arrastre con vapor mas comunes, la fase acuosa lleva
disueltas sustancias de bajo peso molecular y cantidades variables de los
principales componentes de la esencia. Para recuperarlas, se coloca esta
fase acuosa en una ampolla de decantacion y se extrae con hexano u otro
disolvente organico de bajo punto de ebulliciéon (éter etilico, diclorometano,

etc) (Lamarque y cols., 2008).

Refrigerante

Cabezal de
destilacion

Céamara de
extraccion

Balén generador
de vapor

Figura 13. Equipo para realizar destilacién por arrastre con vapor de agua.

Tomado y modificado de Lamarque y cols., 2008.
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Decoccidén o cocimiento: este método de extraccion de los principios
activos de una planta consiste en hacerla hervir, colocando una parte de
material vegetal fresco con 16 partes de agua y llevarlo a ebullicibn hasta
reducir el volumen a ¥ parte del original. Se deja enfriar hasta unos 40 °C, se
exprime y se cuela o filtra (Valcarcel y Gbmez, 1988).

Infusién: este es el método de extraccibn mas antiguo que se conoce,
donde en un recipiente de porcelana, vidrio o barro (evitar los de aluminio u
otro metal) se coloca la cantidad recomendada (cuando no hay instrucciones
especificas, se usan 50 g para 1 litro) cortada o troceada, del material
vegetal, y encima de él se vierte la cantidad de agua hirviente adecuada.
Cubra y permita la accion extractiva por 10 a 15 minutos. Filtre y repose

(Valcarcel y Gomez, 1988).

Extraccion con fluidos supercriticos y subcriticos: un fluido
supercritico podemos definirlo simplemente como una sustancia que, en
condiciones normales de presion atmosférica y temperatura, es un gas, pero
que al comprimirlo se convierte en un liquido. Este estado liquido se
mantiene en recipientes de acero inoxidable resistentes a altas presiones y
bajas temperaturas. Este liquido al hacerlo pasar a través de una muestra
biologica, puede utilizarse como cualquier solvente organico para extraer los

metabolitos de las muestras bioldgicas (Martinez, 2020).

La sustancia mas utilizada para este proposito es el dioxido de carbono, el
cual es una sustancia abundante en la naturaleza, es relativamente poco
costoso y se puede comprimir adecuadamente a altas presiones (73 atm) y
bajas temperaturas (31 °C). El proceso de extraccién con CO; supercritico,

requiere de un montaje que incluye un cilindro con CO, gaseoso, conectado
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a un compresor de alta potencia y con control de la temperatura (Martinez,
2020).

Una vez sometido el material vegetal al contacto con el fluido supercritico,
se solubilizan las sustancias, se transportan a una interfase con una matriz
sOlida sobre la cual se absorben las sustancias extraidas y se libera la
presion para eliminar el CO, en forma gaseosa. Esta técnica de extraccion ya
esta disponible comercialmente no solo para fines de investigacion sino
también para fines de produccion a nivel comercial no solo de extractos sino
también para extraer los diferentes metabolitos de interés farmacéutico o
alimentario como esencias, fragancias, colorantes, antioxidantes, drogas
vegetales (Martinez, 2020).

Por otro lado, los fluidos supercriticos utilizan solventes como agua o
etanol, que se calientan y comprimen a temperaturas y presiones por debajo
del punto critico. Nuevamente, se considera un método no solo novedoso

sino menos contaminante (Martinez, 2020).

Andlisis Fitoquimico Preliminar o Tamizaje Fitoquimico

Los andlisis fitoquimicos preliminares o también conocidos como marchas
fitoquimicas son procedimientos analiticos que se han usado durante
muchos afios, para identificar en un solo proceso experimental y de manera
preliminar en muestras vegetales, la presencia o né de diferentes metabolitos
de interés farmacéutico como los alcaloides, los esteroides, los compuestos
fendlicos, los flavonoides, las quinonas. Asi, los mas usados utilizan una
secuencia de procedimientos experimentales relativamente simples, que

incluyen técnicas como los ensayos de coloracién con diferentes reactivos
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guimicos, los cuales permiten el reconocimiento preliminar de diferentes
sustancias naturales, y se fundamentan en las propiedades acido-base, la
solubilidad y la polaridad de los principales compuestos (Martinez, 2020). A

continuacion, se describen algunos de estos ensayos:
Ensayos de reconocimiento de alcaloides

Los alcaloides propiamente dichos, son de caracter alcalino y pueden
formar sales con &cidos diluidos. Estas sales de alcaloides son solubles en
medio acuoso acido, pero cuando reaccionan con sales de metales pesados
tienden a insolubilizarse formando precipitados. Los ensayos de precipitacion
se basan en la capacidad de los atomos de nitrogeno de muchos alcaloides,
para unirse a metales pesados, formando sdlidos insolubles en agua
acidificada. Por esto, se les denomina ensayos de precipitacion (Figura 14)
(Martinez, 2020).

Por lo que, los ensayos quimicos usados para el reconocimiento incluyen
varios ensayos de precipitacion, con diferentes reactivos como son el
reactivo de Dragendorff, el reactivo de Mayer, el reactivo de Valser, el
reactivo Reineckato de amonio, el reactivo de Wagner, entre otros. Teniendo
en cuenta la toxicidad de muchos de estos reactivos, que utilizan sales de
metales pesados como el mercurio, deben usarse de manera racional y
adecuadamente por los efectos toxicos para la salud y el medio ambiente de
estos metales pesados; por esto es recomendable el uso del reactivo de
Wagner (solucion de yodo y yoduro de potasio), de acuerdo a las

necesidades de analisis (Martinez, 2020).
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Figura 14. Formacion de los complejos insolubles por reaccion de los
alcaloides con los metales pesados utilizados en los ensayos de
precipitacion.

Tomado y modificado de Martinez, 2020.

Ensayos de reconocimiento para compuestos fendlicos

Debido a la gran cantidad y variedad estructural de las diferentes clases
de compuestos fendlicos naturales, se utilizan diferentes ensayos de
coloracion para su reconocimiento preliminar en muestras biologicas. El
ensayo mas utilizado es el del cloruro férrico (Figura 15). En este ensayo
una solucion acuosa o alcohdlica de una muestra vegetal, se hace reaccionar
con una solucion de cloruro férrico acuoso o alcohdlico, en concentracion del
1 %. Los compuestos fendlicos tienden a formar complejos de diferentes
colores con el catién Fe*®, la formacién de color o precipitados oscuros es
aceptada como un resultado positivo sobre la presencia de compuestos
fendlicos. No obstante, hay compuestos fendlicos de baja polaridad que no
dan resultado positivo con este ensayo, por o que se requiere otro tipo de

analisis diferente (Martinez, 2020).
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Figura 15. Reaccion de formacion de complejos coloreados de un
compuesto fendlico con una sal de hierro Ill.

Tomado y modificado de Martinez, 2020.

Ensayos de reconocimiento de flavonoides

Los flavonoides con el nucleo benzopirona o 4-cromenona (Figura 16) (p.
ej. flavonas (33), flavonoles (34), flavanonas (35)) producen coloraciones
rojizas cuando a sus disoluciones acuosas 0 alcoholicas se les adiciona
magnesio seguido de HCI concentrado. Por tanto, la formaciéon de
coloraciones rojo o violeta, es considerada un resultado positivo que permite
inferir la presencia de flavonoides en la muestra analizada. A este ensayo se
le conoce como ensayo de Shinoda (Figura 17) (Martinez, 2020). Se basa
en la reaccion del magnesio en medio acido, que reduce el flavonoide, esto
se debe, a que el magnesio metélico es oxidado por el acido clorhidrico (HCI)
concentrado, dando como productos al hidrogeno molecular (H,), que es
eliminado en forma de gas y el cloruro de magnesio (MgCl,), que es el que

forma complejos con los flavonoides (Delporte, 2010).

Por otra parte, es importante tener en cuenta que varias clases de
flavonoides como las auronas y las chalconas, no dan resultados positivos
con esta prueba, debido a que no contienen el sistema anular benzopirona o

4-cromenona y que otras sustancias diferentes a los flavonoides en cambio
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dan la prueba positiva, debido a que contienen el sistema benzopirona o 4-

T

Figura 16. Sistema benzopirona.

cromenona (Martinez, 2020).

Tomado y modificado de Martinez, 2020.

0O O 0 O
O + Mg/2HCl — » O + MgCl

OH

Figura 17. Reaccion quimica de ensayo de Shinoda para deteccion de
flavonoides.

Tomado y modificado de Clavijo y Cruz, 2017.
Ensayos de reconocimiento de cumarinas

Por el contrario, las cumarinas son compuestos derivados de la a-
benzopirona dado que en su estructura presentan un gran numero de
instauraciones, estos compuestos exhiben una fuerte fluorescencia azul o
verde al ser irradiados con luz ultravioleta, propiedad que se aprovecha para
su detecciéon mediante el ensayo de hidréxido de amonio. Se basa en la
apertura y solubilizacion en medio basico. Las cumarinas se caracterizan por
su intensa absorcién de la region UV del espectro, las cuales al ser
examinadas a la luz ultravioleta presenta coloracion exaltada en presencia de

amoniaco, utilizando el reactivo de Erlich (Tamayo, Verdecia y Mojera, 2011).
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Ensayos de reconocimiento paraterpenoides

Se debe tener en cuenta que los terpenoides comprenden una gran
cantidad de sustancias naturales con estructuras desde las mas simples
(monoterpenos y sesquiterpenos) hasta otras de gran complejidad estructural
(esteroides, triterpenoides). De esta manera, los terpenoides que contienen
en su estructura enlaces dobles carbono-carbono conjugados, se pueden
reconocer mediante el ensayo de Liebermann-Burchard (Figura 18), que
consiste en una reaccion donde el esterol se oxida por la presencia del acido
sulfurico 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 i6n carbonio 3,5
colestadieno que constituye la primera parte para la formacién de color
(Clavijo y Cruz, 2017; Martinez, 2020).

En este ensayo, a una solucion anhidra obtenida de la muestra vegetal,
se le agrega en su orden anhidrido acético y una gota de acido sulfarico
concentrado. La prueba se considera positiva, si se forman coloraciones
verdes, azules, rojas, violetas, entre otras. Por otra parte, algunos
terpenoides como el colesterol qgue no poseen en su estructura estos enlaces
dobles conjugados dan resultado positivo debido a que pueden formar estos
dienos conjugados durante la reaccién, por deshidratacién. Los terpenoides
gue contienen en su estructura sistemas ciclicos tipo lactona a,B-insaturada,
producen coloraciones violaceas con varios reactivos nitroaromaticos en

medio alcalino (Martinez, 2020).
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(C4HgO3/ HoSOy)
e ————
-H,0
HO R 7 R

+H’ ‘. +S0;3 ‘Q
— LT e
® -S0O,
Figura 18. Reaccion de Liebermann-Burchard para identificacion de

terpenoides y esteroides.
Tomado y modificado de Clavijo y Cruz, 2017.

De otra manera, las saponinas terpenoides, se pueden reconocer
mediante el ensayo de la espuma, ya que tienen la capacidad de disminuir
la tension superficial de sus soluciones acuosas. Asi al agitar una solucién
acuosa de una muestra que sea 0 contenga saponinas, se forma una
espuma estable como la obtenida al agitar la solucién acuosa de un jabon.
Puesto que existen otras sustancias que pueden formar también espuma, se
debe asumir este ensayo como una prueba presuntiva de la presencia de

saponinas esteroides (Martinez, 2020).

Ensayos de reconocimiento de quinonas

Se denominan quinonas a las sustancias naturales que contienen un
anillo de seis carbonos con dos grupos carbonilos vecinales u opuestos,
estas Ultimas se denominan para-quinonas e incluyen a las antraquinonas.
Asi, las quinonas tienden a dar colores rojos o purpuras con alcalis
concentrados y con acido sulfurico, lo que puede usarse para identificarlas. Y
las antraquinonas y sus formas reducidas pueden reconocerse en muestras

vegetales a través del denominado Ensayo de Borntrager. En este ensayo,
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una porcion del material vegetal se pone en ebullicién con una solucién de
KOH acuoso diluido, durante varios minutos. Este tratamiento no solo
hidroliza los glicosidos antracénicos, sino que también oxida las antronas y
antranoles hasta antraquinonas. La solucion alcalina se deja enfriar, se
acidifica y se extrae con acetato de etilo (Rivas, Oranday y Verde, 2016;
Martinez, 2020).

Como resultado, cuando la fase organica se separa y se pone en contacto
con una solucion acuosa diluida de un alcali, la fase organica pierde su color
amarillo y la fase acuosa se torna de color rojo si la muestra contiene
antraquinonas. El ensayo no es especifico para las antraquinonas ya que las
naftoquinonas también dan coloraciones rojas. Si la muestra contiene
antraquinonas parcialmente reducidas, la solucién original no se torna roja
inmediatamente después de hacerla alcalina, pero se torna de color amarillo
con una fluorescencia verdosa y poco a poco se va tornando roja, a medida
gue ocurra la oxidacién. Si se desea, la oxidacion puede acelerarse
afiadiendo un poco de perdxido de hidrégeno al 3 % acuoso (Martinez,
2020).

Radicales Libres

Desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas
especies quimicas, cargadas o no, que en su estructura atbmica presentan
un electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole una
configuracion espacial que genera gran inestabilidad, sefializado por el punto
situado a la derecha del simbolo. Poseen una estructura birradicaloria, son

muy reactivos, tienen una vida media corta, por lo que actian cercano al sitio

49



en que se forman y son dificiles de dosificar (Basaga, 1989; Cheesman y
Slater, 1998).

Desde el punto de vista molecular son pequefias moléculas ubicuitarias y
difusibles que se producen por diferentes mecanismos entre los que se
encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de
electrones a nivel microsomal, en los cloroplastos y las reacciones de
oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo), al interactuar con las
principales biomoléculas del organismo. Existe un término que incluye a los
radicales libres y a otras especies no radicalicas, pero que pueden participar
en reacciones que llevan a la elevacion de los agentes prooxidantes y son
las especies reactivas del oxigeno (EROS) (Naqui, Britton y Cadenas, 1996).
Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes
son:

e Radical hidroxilo (HO)"

e Peroxido de hidrégeno (H20,)

e Anion superoéxido (Oy)

e Oxigeno singlete (1 O,)

e Oxigeno nitrico (ON)

e Peroxido (ROO)

e Semiquinona (Q)

e 0Ozono (Naqui y cols., 1996).

Clasificacion o tipos de radicales libres

Diplock (1991) clasifica a los radicales libres del oxigeno de Ila forma

siguiente:

. Radicales libres inorganicos o primarios: Se originan por transferencia de

electrones sobre el &tomo de oxigeno, representan por tanto distintos
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estados en la reduccién de este y se caracterizan por tener una vida media
muy corta; estos son el anién superoxido, el radical hidréxilo y el 6xido

nitrico.

Radicales libres organicos o secundarios: Se pueden originar por la
transferencia de un electrén de un radical primario a un a4omo de una
molécula organica o por la reaccion de 2 radicales primarios entre si, poseen
una vida media un tanto mas larga que los primarios; los principales atomos

de las biomoléculas son: carbono, nitrogeno, oxigeno y azufre.

Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del
oxigeno: aqui se incluye un grupo de especies quimicas que sin ser
radicales libres, son generadoras de estas sustancias o resultan de la
reduccion o metabolismo de ellas, entre las que estan el oxigeno singlete, el
peroxido de hidrégeno, el acido hipocloroso, el peroxinitrito, el hidroperoxidos

organicos.

De modo que, los radicales libres se generan a nivel intracelular y
extracelular. Asi, entre las 129 células relacionadas con la produccion de
radicales libres del oxigeno tenemos los neutréfilos, monocitos, macréfagos,
eosindfilos y las células endoteliales. Las enzimas oxidantes involucradas
son la xantin-oxidasa, la indolamindioxigenasa, la triptofano-dioxigenasa, la
mieloperoxidasa, la galactosa oxidasa, la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, la
monoamino-oxidasa y la NADPH oxidasa (Expésito, Kokoszka y Waymire,
2000). Por otro lado, no se puede olvidar agentes como el humo de
cigarrillos, las radiaciones ionizantes, la luz solar, el shock térmico y las
sustancias que oxidan el glutation (GSH) como fuentes de radicales libres
(Sun y Oberly, 1996). Ademas, existen algunas circunstancias en que

también se producen radicales libres como son (Sun y Oberly, 1996):
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e Dieta hipercaldrica.

e Dieta insuficiente en antioxidantes.

e Procesos inflamatorios y traumatismos.
e Fendmenos de isquemia y reperfusion.

e Ejercicio extenuante

Efectos al organismo de los radicales libres

Cabe resaltar, que su efecto es nocivo, al formarse los radicales libres
pueden interactuar rapidamente con moléculas organicas tales como
proteinas, lipidos, carbohidratos, e incluso con el ADN, provocando en ellas
diversas alteraciones estructurales, que conducen a alteraciones de tipo
funcional, y de esta manera la fisiologia de las células y por consecuencia la
de los organismos, se ve afectada. Por lo que, el dafo celular producido por
las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre diferentes macromoléculas

de la siguiente manera (Left, Parson y Day, 1992):

Lipidos: es aqui donde se produce el dafio mayor en un proceso que se
conoce como peroxidacion lipidica, afecta a las estructuras ricas en acidos
grasos poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana
celular produciéndose edema y muerte celular. La peroxidacion lipidica o
enranciamiento oxidativo representa una forma de dafio histico que puede
ser desencadenado por el oxigeno, el oxigeno singlete, el perdoxido de
hidrogeno y el radical hidroxilo. Los acidos grasos insaturados son
componentes esenciales de las membranas celulares, por lo que se cree son
importantes para su funcionamiento normal, sin embargo, son vulnerables al
ataque oxidativo iniciado por los radicales libres del oxigeno (Reylli y Burkley,
1990; Jerlick, Pitt, Schaur y Spickett, 2000). Los factores que influyen en la

magnitud de la peroxidacion lipidica son:
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e La naturaleza cualitativa y cuantitativa del agente inicializador.

e Los contenidos de la membrana en &cidos grasos poliinsaturados y su
accesibilidad.

e Latension de oxigeno.

e La presencia de hierro.

e EIl contenido celular de antioxidantes (betacarotenos, alfatocoferoles y
glutation).

e La activacion de enzimas que pueden hacer terminar la cadena de

reaccion como es el caso de la glutation peroxidasa (GSH-Prx).

Una vez que se inicia, el proceso toma forma de “cascada”, con
produccion de radicales libres que lleva a la formacion de peroxidos
organicos y otros productos, a partir de los acidos grasos insaturados; una
vez formados, estos radicales libres son los responsables de los efectos

citotoxicos (Rangon y Bulkley, 1993).

Proteinas: los radicales libres pueden inducir fragmentacion con la
pérdida de la funcidbn de estas moléculas. Se caracteriza porque hay
oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina, histidina y
metionina; ademas se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas y
formacion de grupos carbonilos. Asi, las proteinas oxidadas son facilmente
degradadas por enzimas proteoliticas debido a la formacién de grupos
carbonilo, a la creacibn de nuevos grupos N-terminales y cambios
conformacionales de la molécula juegan un papel critico en la alteraciéon de

las funciones celulares y en la muerte celular (Left y cols., 1992).

Acido desoxirribonucleico (ADN): ocurren fenémenos de mutaciones y
carcinogénesis, hay pérdida de expresion o sintesis de una proteina por

dafio a un gen especifico, modificaciones oxidativas de las bases,
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delecciones, fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteinas,
reordenamientos cromosomicos y desmetilacion de citosinas del ADN que
activan genes. ElI dafio se puede realizar por la alteracion
(inactivacién/pérdida de algunos genes supresores de tumores que pueden
conducir a la iniciacién, progresion o ambas de la carcinogénesis). Los genes
supresores de tumores pueden ser modificados por un simple cambio en una

base critica de la secuencia del ADN (Left y cols., 1992).

Al mismo tiempo, los dafios a niveles moleculares, ocasionado por los
radicales libres, implica la génesis o0 exacerbacion de numerosos procesos

patolégicos:

e Aparato cardiovascular: aterosclerosis, infarto del miocardio, cirugia
cardiaca, diabetes, cardiopatia alcohdlica.

e Sistema neurologico: enfermedad de Parkinson, Alzheimer,
neuropatia alcohodlica, hiperoxia, isquemia o infarto cerebral,
traumatismos craneales. -

e Aparato ocular: cataratas, dafio degenerativo de la retina, fibroplasia
retrolental.

e Aparato respiratorio: distrés respiratorio (sindrome de dificultad
respiratoria del adulto), cancer de pulmén, enfisema.

e Sistema Osteomioarticular (SOMA): artritis reumatoidea.

e Rifion: sindrome autoinmune, nefrotoxicidad por metales (Rodriguez,
Méndez y Truijillo, 2001).
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Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion
(pérdida de uno o mas electrones) de otras moléculas. La oxidacion es una
reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia a un
agente oxidante. Las reacciones de oxidacién pueden producir radicales
libres que comienzan reacciones en cadena que dafian las células. Los
antioxidantes terminan estas reacciones quitando intermedios del radical libre
e inhiben otras reacciones de oxidacion oxidandose ellos mismos. Debido a
esto es que los antioxidantes son a menudo agentes reductores tales como

tioles o polifenoles (Carocho y Ferreira, 2013).

De este modo, en el organismo hacen el papel de elemento protector en
contra de los efectos dafiinos de los radicales libres, los cuales reaccionan
guimicamente con otros componentes de las células (oxidandolos) alterando
su estabilidad y funcionalidad, generando reacciones en cadena que pueden
dafar las células, es ahi, donde los antioxidantes ejercen su principal funcién
ya que neutralizan a los radicales libres e inhiben otras reacciones de

oxidacion (Carocho y Ferreira, 2013).

Clasificacion de los antioxidantes

La primera linea de defensa del organismo contra los radicales libres es la
prevencion, esto implica la accion de procedimientos que bloquean su
formacion, como seria la presencia de proteinas que se unen a metales (en
particular hierro y cobre) lo que controla eficientemente la lipoperoxidacion y
la fragmentacién del ADN, ya que de esta manera se evita la participacion de
estos metales en las reacciones donde se producen las diferentes especies

reactivas de oxigeno (Gonzalez, Betancourt y Ortiz, 2000).
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En un segundo nivel de proteccidén esta la accion de los antioxidantes,
gue eliminan a los radicales para suprimir su actividad nociva en la célula.
Asi, los antioxidantes se pueden producir en las células (antioxidante
enddgeno) y/o suministrados externamente a través de los alimentos/
suplementos, (antioxidantes exdgenos). De esta manera, los sistemas de
defensa frente a los radicales libres los podemos clasificar segin su
mecanismo de accion, o segun su naturaleza. Segun el mecanismo de
accion: A su vez los podemos clasificar en primarios, secundarios y terciarios
(Venereo, 2002).

Antioxidantes primarios: los llamados antioxidantes primarios
corresponden a las enzimas antioxidantes o endogenas. Asi, se basan en
un complejo enzimatico de defensa que puede incluir a la superéxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GTx), las
cuales, son enzimas antioxidantes intracelulares que convierten sustancias
reactivas (O, * y H,O,) a formas menos reactivas, ya que soportan procesos
cruciales para la funcion y proliferacion celular, defensa antioxidante y

regulacion redox en el organismo (Venereo, 2002).

Antioxidantes secundarios: estos son un sistema de antioxidantes
exdgenos, paralelos al primero y especialmente atil cuando el endégeno se
satura, estando determinado por una serie de compuestos llamados
depuradores de radicales libres; los cuales logran retrasar la produccion de
los radicales libres. Ejemplos de ellos son la vitamina E, C y el B-caroteno
(Venereo, 2002; Londofio, 2012).

Antioxidantes terciarios: se caracterizan por ser los encargados de la
reparacion de las biomoléculas dafiadas, en este grupo se incluyen las
enzimas endonucleasa apurinica/apirimidinica y polimerasa (, reparadoras

del ADN y la metionina sulféxido reductasa (Venereo, 2002).
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Segun la naturaleza: se clasifican en enziméticos y no enzimaticos (Tabla

1) (Venereo, 2002):

Tabla 1. Clasificacién de los antioxidantes segun su naturaleza

ANTIOXIDANTES

PROPIEDADES

ENZI

MATICOS

Superoxido Dismutasa (SOD)

-Elimina los radicales superéxidos

- Primera linea de defensa

Glutatién peroxidasa

- Remueve H,O, e hidroperéxidos
organicos

-Cada una de las subunidades contiene un
atomo de selenio que es esencial para su

actividad

Catalasa

-Cataliza la descomposicion del H,O, para
formar agua y oxigeno

-Junto con la peroxidasa actla como
protector de la hemoglobina y otras
proteinas ricas en grupos tiolicos frente a la

oxidacion

NO

ENZIMATICOS

Vitamina C (4cido ascérbico)

-Neutraliza directamente al ion superéxido,

radical oxidrilo, oxigeno singlete

Glutation

-Principal sistema de defensa a nivel
intracelular frente a las agresiones
oxidantes

-Actlia como protector frente a la radiacion

y al estrés oxidativo

Tomado y modificado de Venereo, 2002.

57




Tabla 1. Clasificacién de los antioxidantes segun su naturaleza.

Continuacién

Vitamina E

-Neutraliza el radical superoxido

-Protege las membranas biolégicas por ser
liposoluble

-Inhibe la fase de propagacion de la
cadena de la lipoperoxidacion

Carotenoides

-3- caroteno: posee actividad antioxidante
-Se ha descrito como el mas importante
neutralizador del oxigeno singlete aislado

de la naturaleza

Tomado y modificado de Venereo, 2002.

Actividad Antioxidante

De este modo, la actividad antioxidante es la funciéon que posee cualquier

sustancia que a muy bajas concentraciones, comparado con la especie

oxidable, sea capaz de prevenir o retardar su oxidacién (Halliwell, 1995). Los

antioxidantes son compuestos que pueden donar electrones facilmente o un

atomo de hidrogeno a un radical hidréxido o alcéxido para terminar una

reaccion peroxilipidica en cadena o para generar un compuesto fendlico, que

puede quelar metales prooxidantes (Han y Baik, 2008).
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Métodos para la determinacion de la actividad antioxidante in vitro

Segun Clarkson (1995), la actividad antioxidante no puede ser medida
directamente, pero puede estimarse mediante la determinacion de los
efectos de las sustancias antioxidantes en un proceso de oxidacion
controlado. La mayoria de los analisis realizados presentan procesos
oxidativos, los cuales involucran la adicion de un agente iniciador para
acelerar el proceso (Antolovich, Prenzler, Patsalides, McDonald y Robards,
2002). Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos
para determinar la capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos

categorias:

e Ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de
hidrogeno (TAH).

e Ensayos basados en la reaccion por transferencia de electrones (TE)
(Huang, Ou y Prior, 2005).

Ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de
hidrogeno (TAH)

Ensayo DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo): este ensayo DPPH (Figura
19), permite evaluar la actividad de compuestos especificos o extractos
usando el radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHe+) en una
solucion metandlica. Este método se basa en la reduccion del radical DPPH-
por los antioxidantes de la muestra. El radical es estable y tiene una
coloracion puarpura que se pierde progresivamente cuando se afiade la
muestra conteniendo sustancias antioxidantes. La decoloracion del radical se
determina a 515 nm, la desaparicion del DPPHe+ proporciona un indice para
estimar la capacidad del compuesto para atrapar radicales (Brand, Cuvelier y
Berset, 1995).
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De esta manera, el ensayo DPPH es un método rapido y sencillo que no
requiere un equipamiento sofisticado, sencillamente un espectrofotometro.
En este ensayo no es necesario preparar radical previamente puesto que el
DPPH se comercializa ya en la forma de radical y sencillamente requiere su
disolucion en metanol para el desarrollo del método. Por esta razén se trata
de un método ampliamente utilizado para evaluacion de la actividad
antioxidante total (Sanchez, 2002).

i NO, NO, Q I
O,N N- O,N H N '
2 Antioxidante 2 ~
o ()
Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
| | (Radical libre) (No radical) |
Morado Amarrillo

Figura 19. Mecanismo de accion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH).
Tomado y modificado de Alam, Bristi y Rafiquzzaman, 2013.

Ensayo ABTSe+ (acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico):
este método determina la actividad antioxidante total por la captura del
radical ABTSe+. El cual implica la produccién directa del croméforo ABTSe+
a través de la reacciéon entre ABTSe+ y el persulfato de potasio (K2S,0s) la
cual ocurre en ausencia de luz, durante 12 a 16 horas. El radical cation del
ABTS posee una coloracién verde-azulada con un maximo de absorcion a
415 nm dependiendo de la variante del método TEAC utilizada se emplean
distintas longitudes de onda, aunque las mas frecuentes son 415y 734 nm
(Prior, Wu y Schaich, 2005).
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Para el desarrollo del método se suelen emplear dos estrategias;
inhibicion y decoloracion. En la primera los antioxidantes se afaden
previamente a la generacion del radical ABTS-+ y lo que se determina es la
inhibicién de la formacion del radical, que se traduce en un retraso en la
aparicion de la coloracién verde-azulada. En la segunda estrategia, los
antioxidantes se afiaden una vez el ABTS-+ se ha formado y se determina
entonces la disminucion de la absorbancia debida a la reduccion del radical,
es decir la decoloracion de este (Sanchez, 2002).

Actividad reductora del hierro férrico/poder antioxidante (Ensayo
FRAP): esta técnica fue desarrollada por Benzie y Strain (1996), como
método de medida de la capacidad antioxidante plasmatica, aunque
posteriormente ha sido aplicado a muestras de alimentos. ElI método
determina la capacidad de la muestra para reducir un complejo por hierro
férrico con la molécula tripiridil-s-triazina (TPTZ) a su forma ferrosa. De este
modo, se genera una coloracion de intensidad proporcional a la actividad
reductora de la muestra, puede cuantificarse por colorimetria en base a un
patron de hierro ferroso. La capacidad para reducir el hierro se considera un

indice del poder antioxidante de la muestra (Prior y cols., 2005).

De modo que, este ensayo es sencillo y facilmente automatizable. Es
rapido, generalmente la reaccidbn se completa entre 4 y 8 minutos. Sin
embargo, en el caso de algunos polifenoles se han descrito reacciones mas
lentas, llegando incluso a requerir 30 minutos hasta completar la reduccion
del complejo. El poder reductor de los compuestos fendlicos se asocia con el
namero de grupos —OH y en grado de conjugacion de la molécula. Debido al
potencial redox del complejo Fe* -TPTZ (0,7 V), el ensayo FRAP es capaz

de detectar compuestos con un menor potencial redox y por lo tanto, se
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considera un método adecuado para evaluar la capacidad de los
antioxidantes para modular el tono redox de células y tejidos (Prior y cols.,
2005).

Ensayos basados en la reaccién por transferencia de electrones (TE)

Método de decoloracion del B-caroteno: el ensayo de blanqueamiento del
B-caroteno es uno de los métodos mas antiguo y continuamente aplicado
para estimar la actividad antioxidante de los compuestos lipofilos
(Dawidowicz y Olszowy, 2010). Por lo que, mide la habilidad de un
antioxidante para inhibir la peroxidacion lipidica (Lai y Lim, 2011). Este
ensayo se basa en un sistema (emulsidon) agua, B-caroteno y acido linoleico
gue promueve la formacion de radicales libres peroxilos, debido a la
oxidacion del &cido linoleico inducida por el calor que blanquea el §-caroteno

en la emulsién (Ndhlala, Moyo y Van Staden, 2010).

De modo que, el mecanismo de reaccion implica que los radicales libres
del acido graso formados por la sustraccion de un atomo de hidrégeno de
uno de sus grupos metilenos atacan las moléculas de (-caroteno las cuales
pierden sus dobles enlaces que les da la caracteristica de su color
anaranjado en estado reducido (Lai y Lim, 2011); por tanto, el blanqueo de
carotenoides via oxidacion inducida por calor y la decoloracidén resultante
puede ser inhibida o disminuida por los antioxidantes que donan atomos de

hidrogeno para neutralizar radicales (Dawidowicz y Olszowy, 2010).
Métodos para la determinacion de la actividad antioxidante in vivo
Es necesario resaltar, que los modelos animales y estudios en humanos

son costosos y por tanto no son apropiados en principio para la

caracterizacion inicial de alimentos ricos en antioxidantes. Por esta razén, es
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interesante realizar una evaluacion previa de estos alimentos mediante
ensayos in vitro para posteriormente proceder a su evaluacion in vivo. Por lo
que, la valoracion del efecto protector proporcionado por la muestra se
realiza mediante la evaluacién de diferentes biomarcadores o parametros
indicadores de la extension del dafio causado por el oxidante (Liu y Finley,

2005). Asi, se evaluaran cambios en la:

e Tasa de muerte celular.

e Formacion de productos de peroxidacion lipidica (malondialdehido,
isoprostanos). -

e Generacion intracelular de especies reactivas del oxigeno (ROS). -

e Oxidacion del ADN (formacion de 8-oxo-7,8-dihidroguanosina, rotura
de las hebras).

e Oxidacion proteica (formacion de grupos carbonilo). -

e Actividad de los sistemas enzimaticos antioxidantes y/o niveles de
GSH y GSSG (Liu y Finley, 2005; Alia, Ramos, Mateos, Bravo y Goya,
2005).

Por otra parte, en este tipo de estudios lo ideal es poder detectar
presencia de determinados compuestos fendlicos o sus metabolitos en
plasma/suero y orina como indicadores de su biodisponibilidad. Aunque los
datos existentes sobre biodisponibilidad de compuestos fendlicos en
humanos se considera aln escasa y controvertida, diversos estudios
evidencian la absorcidén y excrecion urinaria de estos compuestos e incluso
su incorporacion a las lipoproteinas de baja densidad (Prior y cols., 2005). No
obstante, el andlisis de compuestos fendlicos en los fluidos biolégicos es
complicado debido a las amplias diferencias estructurales de los compuestos

fendlicos y a la gran variedad de metabolitos generados en los procesos
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digestivos. Ademas, estos estudios requieren técnicas analiticas especificas
como cromatografia liquida de alta resolucion-espectrometria de masas
(siglas en ingles HPLC-MS) para obtener datos consistentes (O’Brien,
Woods, Aherne y O’Callaghan, 2000; Prior y cols., 2005).

Biomarcadores del dafio oxidativo a lipidos: la peroxidacion lipidica es un
proceso complejo que genera un gran numero de productos finales de
oxidacion en cantidades variables, se puede medir de diferentes maneras.
Asi, el método mas rapido y sencillo es la determinacion colorimétrica de las
sustancias reactivas con el acido tiobarbitdrico (TBARS), donde se mide un
cromogeno formado por el acido tiobarbitdrico (TBA) con el malondialdehido
(MDA), que es un producto final de la peroxidacion lipidica. Actualmente, es
frecuente el empleo de una modificacion de este método en la cual el
cromoforo TBA-MDA se separa por cromatografia liquida de alta resolucion
(siglas en inglés HPLC), reduciendo las interferencias de otras sustancias
reactivas con el TBA, aumentando la sensibilidad y especificidad (Halliwell y
Whiteman, 2004).

Sin embargo, el mejor indicador de la peroxidacion lipidica in vivo parece
ser la determinacién de isoprostanos, que son productos especificos de la
oxidacion mediada por radicales libres de acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga. Entre ellos se distinguen los isoprostanos F2, derivados de la
oxidacion del acido araquidonico, y los isoprostanos F4, procedentes de la
oxidacion del acido docohexanoico. La determinacion de isoprostanos se
hace mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(siglas en inglés GC-MS) o inmunoensayo. Otros indicadores de la
peroxidacion lipidica in vivo son los hidrocarburos exhalados, tales como
pentano, que deriva de la oxidaciéon de &cidos grasos n-6, y etano, que

resulta de la oxidacion de acidos grasos n-3 (Halliwell y Whiteman, 2004).
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Biomarcadores del dafio oxidativo a proteinas: el proceso de oxidacion
proteica frecuentemente introduce nuevos grupos funcionales, como
hidroxilos y carbonilos, que contribuyen a la alteracion de la funcién de la
proteina y a su posterior catabolismo. El indicador méas frecuentemente
usado para la evaluacién del dafio oxidativo a proteinas es la determinacion
de la formacion de grupos carbonilo mediante el ensayo colorimétrico de la
dinitrofenilhidracina o mediante pruebas inmunoquimicas (ELISA). Aunque
ambos meétodos proporcionan valores absolutos diferentes, estos han
mostrado una buena correlacion cuando se han empleado en
determinaciones plasmaticas. Como alternativa esta medida global de la
oxidacion proteica estan las determinaciones mediante ELISA de los
semialdehidos aminoadipico (AAS) y glutdmico (GGS), principales
contribuidores a la medida total de grupos carbonilo (Halliwell y Whiteman
2004).

Definicion Operacional de Términos

Planta medicinal

Es cualquier planta que en uno o mas de sus érganos contiene sustancias
gue pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica o que son precursores
para la semisintesis quimico-farmacéutica (Cafigueral, Dellacassa Yy
Bandoni, 2003).

Metabolitos primarios

Son esenciales para las necesidades metabdlicas de las plantas, en los

cuales encontramos los azucares, aminoacidos, acidos grasos, acidos
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nucleicos, y otros compuestos esenciales para el crecimiento y desarrollo de

las mismas (Gil, Villa, Ayala, Heredia, Sepulveda, Yahai y Gonzalez, 2013).
Fitoquimica

Comprende el estudio de los metabolitos secundarios de origen vegetal y
la metodologia que se sigue depende de los objetivos de tales estudios

(Marcano y Hasewaga, 2018).
Metabolismo

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que realizan las
células de los seres vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de
otras mas simples, o para degradar las complejas y obtener las simples
(Avalos y Pérez, 2009).

Estrés oxidativo

Es la exposicion de la materia viva a diversas fuentes que producen una
ruptura del equilibrio que debe existir entre las sustancias o factores
prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas
especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un
incremento exagerado de la produccién de especies reactivas del oxigeno
(Venereo, 2002).

Operacionalizacién de las variables

En una investigacion las variables son caracteristicas o cualidades;
magnitudes o cantidades, que pueden sufrir cambios, y que son objeto de
analisis, medicion, manipulacién o control. Estas segun su naturaleza pueden

ser cuantitativas o cualitativas. De esta manera, las variables deben
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transformarse de conceptos abstractos a términos concretos, observables y
medibles, es decir, dimensiones e indicadores y es lo que se conoce como
operacionalizacion de variables representada en un cuadro (Arias, 2012). Por
lo que, en esta investigacion se describen dos variables la variable
dependiente: actividad antioxidante de los extractos de las hojas y tallos de
Foeniculum vulgare (Tabla 2); y la variable independiente: composicion
guimica de los extractos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare (Tabla
3).

Tabla 2. Operacionalizacion de la variable dependiente. Actividad

antioxidante de los extractos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare.

Variable Tipo de variable Definicion Conceptual
¢, Qué es?
Es la capacidad que
Actividad antioxidante Dependiente poseen los extractos de
de los extractos de las Cuantitativa las hojas y tallos para
hojas y tallos inhibir la degradacion
Foeniculum vulgare oxidativa reaccionando

con radicales libres
(Londoiio, 2012)

Definicién operacional Dimensiones Indicador
¢, COmo se mide?

In vitro por el método de e Actividad
2,2-difenil-1- antioxidante % de radicales de
picrilhidrazilo (DPPH) presente. DPPH inhibidores
e Actividad >50 %
antioxidante
ausente

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.
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Tabla 3. Operacionalizacion de la variable independiente. Composicion

guimica de los extractos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare.

de los extractos de las
hojas y tallos
Foeniculum vulgare

Cualitativa

Variable Tipo de variable Definicion Conceptual
¢, Qué es?
Composicion quimica Independiente Los metabolitos

secundarios de las
hojas y tallos son
compuestos producidos
por las plantas y que no
son esenciales para su
funcionamiento
(Albornoz, 1980)

Definicion operacional
¢,COmo se mide?

Dimensiones

Indicador

Screening o tamizaje
fitoquimico

e Terpenos
esteroides

¢ Flavonoides

e Alcaloides

e Compuestos
fendlicos

e Taninos

e Cumarinas

e Quinonas

e Saponinas

e Colores de las
pruebas
quimicas

e Precipitados.

e Presencia de
turbidez

e Formacion de
espuma

e Fluorescencia

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.
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Hipotesis

Estudios previos indican que Foeniculum vulgare es una especie que
produce metabolitos secundarios con importantes  propiedades
farmacoldgicas, por lo cual es de esperar que los extractos etandlicos de las
hojas y tallos de F. vulgare presenten una composicién quimica similar y
actividad antioxidante in vitro frente al radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

El nivel de investigacion “se refiere al grado de profundidad con que se
aborda un fendmeno u objeto de estudio” (Arias, 2012) (p.23). Asi la
investigacion planteada, segun el tipo de investigacion se clasifica en
explicativa o confirmatoria, que se encarga de buscar el porqué de los
hechos mediante el establecimiento de relaciones causa-efecto y sus
resultados y conclusiones constituyen el nivel mas profundo de
conocimientos (Arias, 2012). De este modo, permite confirmar la relacion
entre la composicion quimica y la actividad antioxidante de los extractos de

las hojas y tallos de Foeniculum vulgare.

Disefio de Investigacion

El disefio de investigacion es la estrategia general que adopta el
investigador para responder al problema planteado y de acuerdo a la
manipulacion de las condiciones en las cuales se realiza el estudio se
clasifica en experimental (Arias, 2012). Por lo tanto, dicha investigacién es
de disefio experimental, se somete a la variable independiente composicion
guimica de los extractos de las hojas y tallos de F. vulgare a determinadas
condiciones, estimulos o tratamientos, para observar los efectos o reacciones
que se producen en la variable dependiente actividad antioxidante, es decir,

se caracteriza por la manipulacién y control de las variables.
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Poblacion y Muestra

Unidad de Investigacion

La unidad de investigacion de este estudio esta representada por la
especie Foeniculum vulgare, planta conocida como hinojo, la cual fue
procesada en el Laboratorio de Productos Naturales A del Instituto de
Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad
de Los Andes y procedente del Estado Mérida - Venezuela.

Seleccion del Tamano de la Muestra

La "n" muestral de este estudio esta representada por las hojas y tallos
de Foeniculum vulgare seleccionados de manera aleatoria, segun la

disponibilidad de la especie vegetal ubicada en la ciudad de Mérida.

Sistema de Variables

Las variables que guardan relacién con el propdsito de esta investigacion
son las siguientes: variable dependiente (VD): actividad antioxidante de los
extractos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare, variable independiente
(VI): composicion quimica de los extractos de las hojas y tallos de
Foeniculum vulgare. Estas variables corresponden a los nucleos semanticos
del problema de investigaciéon y a la vez, permiten la verificacion del

fendmeno de estudio en la unidad de investigacion.
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Instrumentos de Recoleccién de Datos

Con relacién, a las técnicas de recoleccion de datos son las distintas
formas o maneras de obtener la informacién siendo la observacién directa
estructurada la técnica empleada en esta investigacion, asi como la tabla de
resultados el instrumentos de recoleccion de datos, siendo estos los medios
materiales que se emplean para recoger y almacenar la informacién; asi
como esquemas Yy fotos de las reacciones observadas de la composicion
guimica y actividad antioxidante de los extractos de las hojas y tallos de

Foeniculum vulgare frente al radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo.

Procedimientos de la Investigacion

Recoleccion de la planta

La planta se adquiri6 en el Mercado Principal del estado Mérida, fue
procesada e identificada taxonomicamente en el Herbario MERF “Dr. Luis
Ruiz Teran” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de
Los Andes, por el Director- Curador Herbario MERF Dr. Pablo Mélendez

Gonzalez, con el niumero de Voucher ARy TB 01 (Anexo 1y 2).
Preparaciéon del material vegetal
Para la preparacion del material vegetal se obtuvo la planta fresca la cual
tuvo un peso de 301,5 gramos, luego se procedid a separarla en las hojas y

tallos y se seco en una estufa a 40 °C. Posteriormente se molié obteniéndose

un peso de 20,81 gramos para las hojas y de 27,07 gramos para los tallos.
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Preparacién de los extractos

Para la obtencion de los extractos se utilizé la técnica de extraccion
continua en caliente bajo reflujo y etanol como solvente. Asi se colocé el
material vegetal pulverizado y previamente separado (20,81 gramos de las
hojas y 27,07 gramos de los tallos) en balones de destilacion separadamente
con etanol (Figura 20), conectandolos al sistema de reflujo durante una hora
obteniéndose la primera extraccion, la cual se filtré (Figura 21) y se traspaso
a balones de destilacion para llevar al rotavapor y asi recuperar el solvente y

concentrar el extracto (Figura 22).

Seguidamente, con el material que fue filtrado se le adicioné mas solvente
y se repitio la extraccion, donde de igual manera se filtré y llevo al rotavapor.
Los extractos obtenidos de ambas extracciones de las hojas y tallos se
almacenaron en envases (Figura 23) y se llevaron a estufa, obteniéndose un
extracto etandlico de hojas de 1,54 gramos y de tallo con un peso de 2,26

gramos (Esquema 2).

ng_#é”;”

\E

Figura 20. Extraccion continta en caliente bajo reflujo.
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Figura 21. Filtracion de los extractos de las hojas y tallos de Foeniculum

vulgare.

Figura 22. Concentracién de los extractos en el rotavapor.
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Figura 23. Extractos etandlicos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare.
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Esquema 2. Procedimiento empleado para la obtencion de los extractos de

las hojas y tallos de Foeniculum vulgare.

Compra de la planta

y
Identificacion botanica

Y
Pesado de la planta fresca 301,549

A
Separacion del material vegetal Hojas - tallos

Secado de hojas y tallos En estufa a 40 °C

v

Pulverizaciéon de hojas y tallos seco

1\

Pesado del material vegetal pulverizado
Hojas 20,81 g

Tallos 27,07 g
Obtencion de los extractos mediante la técnica de Etanol como

extraccion continla en caliente bajo reflujo —  solvente

\4

Filtracion de los extractos

N7
Concentracion de los extractos en el rotavapor

\

Envasado y almacenamiento en la estufa de los
extractos etandlicos de las hojas y tallos

v

Tamizaje fitoquimico de los extractos etandlicos de las hojas y
tallos de Foeniculum vulgare

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.
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Tamizaje fitoquimico

Una vez obtenidos los extractos secos de Foeniculum vulgare, se llevd a
cabo el screening fitoquimico (Esquema 3), para la identificacion de
metabolitos secundarios por pruebas quimicas cualitativas, evaluados de la

siguiente forma:

Ensayo de Dragendorff, Mayer y Wagner (Alcaloides): generalmente la
presencia de alcaloides se determina mediante pruebas quimicas sobre los
extractos acidos de las plantas. De modo que, si la alicuota del extracto y/o
tintura esta disuelta en un solvente organico, este debe evaporarse en un
bafio de agua y el residuo redisolverse en 1,0 mL de HCIl al 10 % en agua. Si
el extracto es acuoso, a la alicuota se le afiade una gota de HCI concentrado.
Con la solucion acuosa acida se realizo el ensayo, se dividié en tres tubos y
luego se anadié 0,5 mL del reactivo correspondiente (Dragendorff, Mayer y
Wagner). Con los reactivos Dragendorff o Wagner la presencia de alcaloides
se detecta al producirse una coloracion naranja rojiza. Cuando se usan como
reactivos de precipitacion las bases precipitan como solidos marrones. Con el
reactivo Mayer los alcaloides se detectan como un precipitado blanco

(Marcano y Hasewaga, 2018).

Ensayo de Liebermann-Burchard (Terpenos y/o Esteroides): los
terpenoides que contienen en su estructura enlaces dobles carbono-carbono
conjugados se pueden reconocer mediante este ensayo. En el cual es
necesario disponer de dos tubos de ensayo limpios, secos e identificados y
pequefias cantidades de los extractos y se adiciond 0,5 mL de solucion
cloroférmica anhidra, luego 0,5 mL de anhidrido acético y cuidadosamente

por la pared del tubo una gota de acido sulfurico concentrado. La prueba se
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considera positiva, si se forman coloraciones verdes, azules, rojas y violetas
(Martinez, 2020).

Ensayo de FeCl; (Compuestos fendlicos): la prueba especifica y universal
para fenoles es la produccion de una intensa coloracién verde, marrén o azul
con soluciones recién preparadas de cloruro férrico 1-2 %. Asi, la muestra se
disolvié en agua y se agregaron unas gotas de solucion de cloruro de hierro
(1) diluido, la formacion de coloracién de verde a negro o azul a negro

indica la presencia de fenoles (Marcano y Hasewaga, 2018).

Prueba de altura y estabilidad de espuma (Saponinas): al agitar una
solucion acuosa de una muestra que sea 0 contenga saponinas, se forma
una espuma estable. De modo que, en cada tubo de ensayo se colocé 1,0
mL de cada extracto, se agito vigorosamente y se observd la altura de la
espuma. Se considera positivo si la espuma alcanza una altura de 8 a 10 mm

y se mantiene por 30 minutos (Martinez, 2020).

Ensayo de gelatina al 1 % (Taninos, compuestos fendlicos): se disolvio la
muestra en agua y se adicionaron 2 gotas de reactivo de gelatina. La
formacion de un precipitado blanco indica presencia de taninos (Martinez,
2020).

Ensayo de Shinoda (Flavonoides): los flavonoides con el nucleo
benzopirona o 4-cromenona produce coloracion rojiza o violeta cuando a sus
diluciones acuosas o alcohdlicas se les adiciona magnesio (Mg) seguido de
HCI concentrado. Por lo que, se tom6 1,0 mL del extracto, se afiadié algunas
limaduras de magnesio, se sujetdé el tubo con una pinza y se adiciono
cuidadosamente por la pared del tubo unas gotas de HCI concentrado. Por
tanto, la formacién de coloraciones rojo o violeta, es considerada un

resultado positivo, asi una coloracién naranja a roja indica la presencia de
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flavonas (33); si es rojo flavonoles (34) y si es magenta flavononas
(Martinez, 2020).

Ensayo de hidroxido de sodio al 10 % (Flavonoides): al adicionar 0,5 mL
gotas de hidroxido de sodio sobre una solucion del extracto se observan
diversas coloraciones en caso de ser positiva la prueba, una coloracién de
amarillo a rojo, indica la presencia de xantonas y flavonas (33); la coloracién
de café a naranja indica flavonoles (34); de parpura a rojizo indica chalconas

y azul indica antocianinas (Rivas y cols., 2016).

Ensayo con hidroxido de amonio concentrado (Cumarinas): se concentrd
una porcion del extracto y se le adiciono 0,5 mL de etanol y dos gotas de
hidroxido de amonio concentrado. Se considera positiva la prueba si se

presenta una fluorescencia azul-violeta (Martinez, 2020).

Reaccion de hidroxido de amonio (Antraquinonas): para esta prueba se
adicion6 una gota de hidroxido de amonio concentrado al extracto. Se
considera positiva la prueba para antraquinonas con la presencia de una
coloracion roja que aparece en los dos primeros minutos (Rivas y cols.,
2016).

Reaccion con acido sulfarico (Quinonas): se agregd 1 gota de acido
sulfurico concentrado a una porcion del extracto en una capsula de porcelana
y la formacién de una coloracion roja indica la presencia de quinonas (Rivas
y cols., 2016).

Prueba de hidroxido de sodio al 10 % con HCI (Sesquiterpenlactonas):
se colocaron 2 mg del extracto con solucién de hidroxido de sodio al 10 %,
observandose si un color amarillo o naranja se pierde al agregar una gota de

HCI, indica la positividad de la prueba (Rivas y cols., 2016).
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Prueba para glicosidos cardiotonicos (Glicésidos cardiotdnicos): para
esta prueba se dispuso de un tubo con 0,5 mL de &cido sulfarico concentrado
y otro tubo al cual se le agregd el extracto con 2,5 mL de agua y 1 mL de
acido acético glacial mas una gota de FeCls, asi, esta mezcla se adiciono al
tubo que contiene acido sulfarico concentrado evidenciando la presencia de

un anillo marrén que indica la positividad de la prueba (Rivas y cols., 2016).

Esquema 3. Pruebas quimicas cualitativas para determinar los metabolitos

secundarios de los extractos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare.

Alcaloides ——> Positividad de la prueba
| |

Reactivo Dragendorff Reactivo de Wagner Reactivo de Mayer
|
Formacién de un precipitado Formacién de un precipitado
color naranja-rojizo color blanco-crema

!

Triterpenos/ Esteroides Saponinas
| |
Prueba de Liebermann- Burchard Prueba de espuma
[ |
Positividad de la prueba —> Positividad de la prueba

v 2
Coloracién verde (formacion de Aparicion de abundante espuma

: estable por 5 min
anillo): Esteroles P
Coloracion roja, rosa, violeta o
magenta: Triterpenos

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.
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Esquema 3. Pruebas quimicas cualitativas para determinar los metabolitos
secundarios de los extractos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare

(Continuacion).

Lactonas (sesquiterpenos)

|

Prueba de NaOH al 10 % con HCI

[

Positividad de la prueba

Perdida de coloracién
amarilla o naranja

Compuestos fendlicos

Prueba de FeCl;
|
Positividad de la prueba

%

Coloracion verde oscura o0 negro

Flavonoides

Prueba de Shinoda —l—— Prueba de NaOH 10 %

Positividad de la prueba Positividad de la prueba
v \
Coloracién de naranja a rojo: Coloracién de amarillo a rojo:
flavonas. xantonas y flavonas.
Coloracion roja: flavonoles Coloracién de café a naranja:
Coloracion magenta: flavononas flavonoles.
Coloracién de purpura a rojizo:
chalconas.
Coloracioén azul: antocianinas

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.
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Esquema 3. Pruebas quimicas cualitativas para determinar los metabolitos
secundarios de los extractos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare

(Continuacion).

: Antraguinonas
Cumarinas |
| Prueba de NH,OH [;
Prueba de NH,OH [; |
N
| - Positividad de la prueba
Positividad de la prueba \]/
\J/ Coloracién roja
Fluorescencia azul-violeta bajo
la luz ultravioleta
Quinonas Taninos
| I
con H,SO, |
' & Positividad de la prueba
Positividad de la prueba Vv
v Precipitado blanco
Coloracion roia

\Z

Glicésidos Cardiotdonicos
|

Prueba de Glicésidos Cardiotdnicos
|

Positividad de la prueba
N2

Presencia de un anillo marrén

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.
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Actividad antioxidante

Existen varios métodos para medir la actividad antioxidante. Segun Brand,
Cuvelier y Berset (1995), deducen que el ensayo mas popular para el estudio
de antioxidantes naturales, debido a su simplicidad y alta sensibilidad, es el
método 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Se basa en la teoria de que todo
donador de hidrégenos es un antioxidante, el DPPH acepta un hidrégeno del
antioxidante. Existen varios métodos para su monitorizacion, pero el mas
comun es mediante espectrofotometria UV, por su facilidad y precision.

Siendo este el método utilizado en dicha investigacion.

Actividad inhibitoria del DPPH

El efecto de los extractos sobre el radical DPPHe, fue estimado usando el
método experimental descrito por Diaz, De Monijito, Medina, Meléndez,
Laurence y Marti-Mestres (2011); por lo que, se tom6é 3 mL de solucion
metandlica de DPPH+ a 6 x 10 mM, se mezcl6 con 1 mL de la muestra a
ensayar (1000 pg/mL). Esta solucion se dejé en reposo en la oscuridad por
30 min a temperatura ambiente (Esquema 4). Luego se realizaron las
lecturas de las absorbancias en un espectrofotometro UV-visible (Spectronic
Genesystm 10 Bio) a 517 nm. Una solucién de 3 mL de DPPH+a 6 x 102 mM
y 1 mL de metanol fue usada como control negativo, mientras que el control
positivo fue &cido ascérbico a la concentracion de 1 mM. La actividad
antioxidante se expresa como porcentaje de inhibicibn (% In) lo cual
corresponde a la cantidad de radical DPPHe+ neutralizado por el extracto a
una determinada concentracion y se calculé de acuerdo a la siguiente

ecuacion:
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A DPPH - AM
% In= x 100
A DPPH

ADPPH: absorbancia del DPPH

AM: absorbancia de la muestra (Diaz y cols., 2011).

Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Media (Clsp)

Aquellas muestras que alcanzan un % In = al 50% se les determina la
concentracion inhibitoria media (Clsp), que indica la minima concentracion
necesaria de un antioxidante capaz de reducir en un 50 % la cantidad de
radicales libres presentes en el medio (Esquema 4). Para ello, se preparo
una curva de calibracién con acido ascorbico y una serie de diluciones de las
muestras y se calcula el Clsp de la siguiente manera (Montoya, Lemeshko,

Lopez, Pareja, Urrego y Torres, 2003):
a. Célculo del Clso:
Con las absorbancias obtenidas y la concentracién de cada solucion

ensayada, se obtiene por regresion lineal una ecuacion que nos permitira

obtener el Clsg,

Por ejemplo, y=mx+b; y=50, x=Clso = expresado en pug/mL.
De esta forma, se compard la capacidad antioxidante entre el acido

ascorbico y el extracto de la especie vegetal, todos los analisis se hicieron

por triplicado (Montoya y cols., 2003).
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b. Célculo del % de DPPH inhibido:

El % de DPPH inhibido se calcula con la siguiente ecuacion:

% DPPH inhibido= Ac - Am x 100
Ac

Donde Ac es la absorbancia del patron de referencia y Am la absorbancia de
cada una de las soluciones diluidas del extracto de la especie vegetal y las
diluciones del acido ascérbico (Montoya y cols., 2003).

85



Esquema 4. Procedimiento para determinar la actividad antioxidante y la Clsg

de los extractos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare.

Actividad inhibitoria del DPPH
|

Mezclar
v \%

1 mL de los extractos a evaluar con 3 mL de solucion metandlica de
una concentracién 1000 pg/mL DPPH+ a6 x 102 mM

| |
\

Reposo de la solucién en la oscuridad por 30 min a
temperatura ambiente

2

Lectura de las absorbancias en un Spectronic Genesystm 10
Bioa 517 nm

v
Calculo del porcentaje de inhibicién (% In)

Determinacién de la Concentracion inhibitoria media (Clso)

\z

Preparacion de una curva de calibracion con acido ascérbico y una serie
de diluciones de las muestras

N\ %
Calculo del Clsq Calculo del % de DPPH
v v
Obtencién de una ecuacion por % DPPH inhibido= Ac - Am x 100
regresion lineal Ac
v

y=mx+b; y=50, x=Clso =
expresado en pg/mL

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.
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Diserio de anélisis

Los datos recolectados fueron analizados a través del enfoque cualitativo
y cuantitativo. De esta manera, las variables cualitativas son medidas bajo
una escala nominal y ordinal; mientras para las variables cuantitativas se
clasifican en discretas y continuas y su escala de medida numéricamente son
de intervalo y de razén, con el fin de que se puedan analizar a través de

operaciones matematicas (Arias, 2012).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Las hojas y tallos de Foeniculum vulgare fueron sometidas a la técnica de
extraccion continua en caliente bajo reflujo utilizando etanol como solvente y
obteniendo 1,54 g y 2,26 g de los extractos etanolicos de las hojas y tallos,
respectivamente. Donde el mayor porcentaje de rendimiento se evidencio en
para el extracto etandlico de los tallos siendo de 8,35 %, mientras que para el
extracto etandlico de las hojas fue de 7,4 % y presentaron las siguientes

caracteristicas fisicas (Tabla 4):

Tabla 4. Caracteristicas fisicas de los extractos etandlicos de las hojas y

tallos de Foeniculum vulgare.

) Extractos etanodlicos
CARACTERISTICAS
Hojas Tallos
Aspecto Viscoso Viscoso
Color Verde intenso Verde intenso
Olor Caracteristico Caracteristico
Peso del extracto 1,54 g 2,26 g
% de rendimiento 7,40 % 8,35 %

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.
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Tamizaje fitoquimico

Los extractos etandlicos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare se le
realizaron las pruebas cualitativas (Tabla 5), evaluadas a partir de formacion
de precipitados, turbidez del medio, viraje de color, formacion de espuma por
agitacion, fluorescencia por exposicion a la luz ultravioleta (UV) (Tabla 6),
determinando asi la presencia de metabolitos secundarios como alcaloides,
flavonoides, compuestos fendlicos, esteroles y glicosidos cardiotonicos, este

ultimo, positivo solo en el extracto etanolico de las hojas.

De tal manera, es necesario resaltar que el extracto etandlico del tallo
presentd mayor proporcion de compuestos fenélicos en comparacion con el
extracto etanolico de las hojas, que al contrario presenta una mayor

proporcion de triterpenos y esteroles.

Por otra parte, el extracto etandlico de los tallos evidenci6 mayor
proporcion de flavonoides indicando positividad para flavonoles (34) en la
prueba de Shinoda mientras que el extracto etandlico de las hojas que indico
la presencia de flavonas (33) en menor proporcion; asi, en la prueba de

NaOH al 10 % mostré igual proporcion para ambos extractos.
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Tabla 5. Resultados del andlisis fitoquimico preliminar

etanolicos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare.

de los extractos

cardiotonicos

cardiotonicos

_ Pruebas Extrgc_to EXtI‘?.(?tO
Metabolitos g etandlico etandlico
Quimicas )
Hojas Tallos
Dragendorff +++ +++
Alcaloides Wagner + +
Mayer +++ +++
Trlterpe_nos/ Liebermann- it +
Esteroides Burchard
Compu_estos FeCl, + ++
fendlicos
Saponinas Espuma - -
Taninos Gelatina al 1 % - -
Flavonoides Shinoda * T
NaOH 10 % ++ ++
Cumarinas NH4OH ; - -
Antraquinonas NH4OH ; - -
Quinonas Capsula con i i
H,SO4 1
Lactonas NaOH al 10 %
(sesquiterpenos) con HCI ) )
Glicosidos Prueba para
glicésidos + -

Presente: + Abundante: ++ Ausente: -

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.
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Tabla 6. Resultados ilustrados del andlisis fitoquimico preliminar de los

extractos etandlicos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare.

Metabolitos y
o Resultados
Pruebas Quimicas
Alcaloides EEH: +++
Dragendorff EET: +++
X AL |
EEH: + i £y
EET: + - “ '
Wagner
Precipitado blanco
EEH: +++ : - 'l",‘f‘_
EET: +++ 8 5] 1
Mayer
Precipitado crema

EEH: extracto etandlico de las hojas EET: extracto etandlico de los tallos

Presente: + Abundante: ++ Ausente: -
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Tabla 6. Resultados ilustrados del andlisis fitoquimico preliminar de los

extractos etandlicos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare (Continuacion)

Metabolitos y
o Resultados
Pruebas Quimicas
Triterpenos/ EEH: +++ et
Esteroides EET: +
Liebermann-
Burchard
Anillo Verde
EEH: + EEH EET
Compuestos BB
fendlicos
FeCI3
Coloracion verde a negro
EEH: - EET EEH
EET: -
Saponinas
Espuma
Ausencia de espuma

EEH: extracto etandlico de las hojas EET: extracto etandlico de los tallos

Presente: + Abundante: ++ Ausente: -
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Tabla 6. Resultados ilustrados del andlisis fitoquimico preliminar de los

extractos etandlicos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare (Continuacion)

EEH: -
Taninos EET: -
Gelatina al 1 %
Ausencia de precipitado blanco
Flavonoides
olin i
Shinoda Color naranja +‘ v . o s
Flavonas
EET: ++
Color rojo
Flavonoles
EEH: ++ :
NaOH 10 % Color amarillo i
Xantonas y flavonas
EET: ++
Coloracion naranja café
Flavonoles
EEH: -
EET: - congel EETRERH
Cumarinas | | Ué
NH4OH [ LA

Ausencia de Fluorescencia azul-violeta

EEH: extracto etandlico de las hojas EET: extracto etandlico de los tallos

Presente: + Abundante: ++ Ausente: -
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Tabla 6. Resultados ilustrados del andlisis fitoquimico preliminar de los

extractos etandlicos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare (Continuacion)

Antraquinonas EEH: -
NH,OH (1 EET: -
EEH: -
EET: -
Quinonas
Capsula con HySO4;
EEH: -
Lactonas EET: -
(sesquiterpenos)
NaOH al 10 % con
HCI
No hay perdida de color amarillo o naranja

EEH: extracto etandlico de las hojas EET: extracto etandlico del tallo

Presente: + Abundante: ++ Ausente: -
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Tabla 6. Resultados ilustrados del andlisis fitoquimico preliminar de los
extractos etandlicos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare
(Continuacion)

EEH: +

Glicésidos Anillo marrén m EEH

cardioténicos EET: - ;
Prueba para -
glucosidos

cardiotonicos

EEH: extracto etandlico de las hojas EET: extracto etandlico del tallo
Presente: + Abundante: ++ Ausente: -

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.

De modo que, al comparar los resultados obtenidos del tamizaje
fitoquimico de los extractos etandlicos de las hojas y tallos de Foeniculum
vulgare (Tablas 5 y 6) con los trabajos previos de esta especie, acotando que
los reportes actuales mas comunes en cuanto al tamizaje fitoquimico son de
las semillas, reflejo ser similar en cuanto a la presencia de metabolitos
secundarios como terpenoides, fenoles, alcaloides y flavonoides, no siendo
asi para taninos que si se evidencia en trabajos previos y en el tamizaje de
dichos extractos etandlicos de esta investigacion no se presentaron, al
contrario de los glicésidos cardioténicos que son positivos para el extracto
etandlico de las hojas de dicha investigacibn y no se reflej6 en esta

investigacion previa (Falana y Nurudeen, 2023).
De igual manera, Khammassi y cols., (2023), en los extractos

metandlicos de semillas de Foeniculum vulgare Mill identificar6n 18

compuestos fendlicos distribuidos en ocho acidos fendlicos, un acido no
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fendlico y nueve flavonoides, demostrando asi que esta especie es rica en
compuestos fendlicos y flavonoides. Por otra parte, Crescenzi y cols., (2023),
cuantificaron diez compuestos polifendlicos en los extractos hidroalcohdlicos
de los tallos y hojas de tres variedades de F. vulgare, Tiziano, Pegaso y
Preludio, donde se logré evidenciar un mayor contenido de flavonoides en las
hojas que en los tallos de todas las variedades analizadas; siendo este un
diferimiento con esta investigacion que reporto en el tamizaje fitoquimico una
mayor proporcion de flavonoides en el extracto etandlico del tallo que en el

extracto etanolico de las hojas de Foeniculum vulgare.

Actividad antioxidante

Asimismo, a dichos extractos etandlicos de las hojas y tallos de
Foeniculum vulgare se le determiné la actividad antioxidante por el método
de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), la cual se expresd en porcentaje de
inhibicion (Tabla 7), indicando la cantidad de radical DPPH neutralizado por
los extractos y a su vez, por ser mayor al 50 % se le determiné la
concentracion inhibitoria media (Clsp); para ello, se preparé una curva de
calibracion con &cido ascérbico (Tabla 8) (Grafico 1), la cual nos indicé la
minima concentracion de un antioxidante capaz de reducir un 50 % de
radicales libres presentes en el medio, se determiné para el extracto
etandlico de los tallos (Tabla 9) (Grafico 2) y el extracto etandlico de las hojas
(Tabla 10) (Gréfico 3) de Foeniculum vulgare, obteniéndose los siguientes

resultados.
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Actividad inhibitoria del DPPH

De forma que, para su determinacion se realizé un barrido inicial con los
extractos etandlicos de las hojas y tallos de Foeniculum vulgare, a una
concentracion de 1000 pg/mL y se compard con el &cido ascorbico
(sustancia antioxidante utilizada como referencia). Obteniéndose asi un
porcentaje de inhibicion frente al radical DPPH de 92,17 % para el extracto
etandlico de los tallos y de 86,44 % para el extracto etanolico de las hojas de
Foeniculum vulgare, siendo el del acido ascoérbico de 95,83 % (Tabla 7),
confirmando que los extractos analizados presentan una alta actividad

antioxidante y semejante al patron de comparacion.

Tabla 7. Resultados obtenidos de la Actividad Antioxidante in vitro por el

método de secuestro del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Extractos de Concentracién extractos
Foeniculum patron referencia % Inh £+ DE
vulgare (ug/mL)
Tallos Etanol 92,167 £ 0,471
1000
Hojas Etanol 86,444 + 0,079
Patron: Acido Ascérbico 05,833 + 0,024

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.
Leyenda: Los resultados son el promedio de tres mediciones por separado

del Porcentaje de Inhibicion (% Inh) + Desviacion Estandar (DE) de los
extractos etandlicos ensayados.

Concentracion inhibitoria media (Clso)

Puesto que, el % In = al 50 % de ambos extractos se determind la
concentracion inhibitoria media (Clso). Asi, se prepar60 una curva de

calibracion con acido ascorbico (12,5 pg/mL; 25 pug/mL; 50 ug/mL; 75 pg/mL;
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100 pg/mL) y sus resultados analiticos se reflejan en la Tabla 8 y Gréfico 1.
Asimismo, se prepararon una serie de diluciones del extracto etandlico de los
tallos (1000 pg/mL; 500 upg/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 ug/mL; 31,25
pMg/mL) (Tabla 9), (Grafico 2) y del extracto etandlico de las hojas de
Foeniculum vulgare (1000 pg/mL; 500 pg/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5
pug/mL) (Tabla 10), (Gréfico 3) para determinar la Clsp; siendo de 37,95 pyg/mL
para el extracto etandlico de los tallos y de 106,73 pug/mL para el extracto

etanolico de las hojas de Foeniculum vulgare.

Tabla 8. Datos para curva de calibracion con acido ascorbico.

Muestras Concentracién | Absorbancias % Inh + DE
de Patrones Promedio
12,5 0,552 20,67 £0,473
Acido 25 0,438 37,09 + 0,430
Ascorbico 50 0,216 69,02 £ 0,187
(ug/mL) 75 0,025 96,36 + 0,264
100 0,020 97,08 £ 0,078
Patrén 0,06 0,696 0,000 + 0,000
DPPH (mM)

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.
Leyenda: Los resultados son el promedio de tres mediciones por separado

del Porcentaje de Inhibicion (% Inh) + Desviacion Estandar (DE) de las
concentraciones patrones ensayados.
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Grafico 1. Curva de calibracion con acido ascérbico.
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Tabla 9. Valores obtenidos de Concentracion Inhibitoria Media (Clso) del

extracto de etanol de los tallos de Foeniculum vulgare.

Seiasss | oo™ | somsoe | cpom
31,25 49,90 +£ 0,074
62,5 51,72 £ 0,193
125 56,98 £ 0,185

Tallos Etanol 550 50,28 + 0,446 37,95+ 1,601
500 80,82 £ 0,481
1000 92,16 £ 0,471

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.

Leyenda. Los resultados son el promedio de tres mediciones por separado
del Porcentaje de Inhibicion (% Inh) + Desviacibn Estandar (DE) y
Concentracion Inhibitoria Media (Clso expresada en ug/mL)
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Grafico 2. Determinacion de la Clsg del extracto de etanol de los tallos de

Foeniculum vulgare.
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Tabla 10. Valores obtenidos de Concentracion Inhibitoria Media (Clsg) del

extracto de etanol de las hojas de Foeniculum vulgare.

S| Comtaomes |y imioe | ciagom
62,5 47,97+ 0,369
125 50,69 + 0,155

Hojas Etanol 250 56,980,076 | 106,73+ 4,753
500 61,70 £ 0,440
1000 86,44 £ 0,079

Fuente: Angarita, Torres y Pérez, 2023.

Leyenda: Los resultados son el promedio de tres mediciones por separado
del Porcentaje de Inhibicibn (% Inh) + Desviacion Estandar (DE) y

Concentracion Inhibitoria Media (Clso expresada en ug/mL).
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Grafico 3. Determinacion de la Clso del extracto de etanol de las hojas de

Foeniculum vulgare.
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En efecto, estos resultados nos muestran que el extracto etandlico de los
tallos presentan mayor porcentaje de inhibicion que el extracto etandlico de
las hojas, por lo tanto, el Clsp del extracto de los tallos es menor que el
extracto de las hojas de Foeniculum vugare. A diferencia de la investigacion
de Crescenzi y cols., (2023), quienes determinaron la actividad antioxidante
por el método del DPPH y el ensayo de capacidad antioxidante equivalente
de Trolox (TEAC) de tres variedades de diferente estacionalidad de F.
vulgare Tiziano (cultivo de invierno), Pegaso (cultivo de primavera) y Preludio
(cultivo de verano), donde cada extracto mostr6 una buena actividad
antioxidante, pero las hojas en general en comparacion con los tallos de
estas variedades estacionales de Foeniculum vulgare demostraron ser mas

activas.
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Por lo que, los datos del andlisis cuantitativo mostraron que las hojas de
las variedades Pegaso y Preludio ejercieron la mayor actividad antioxidante,
alcanzando valores de TEAC expresada en mg/mL de 1,501 para hojas
(FVLE-PR) de F. vulgare de Preludio y 1,676 para hojas (FVLE-PE) de F.
vulgare de Pegaso respectivamente, con un Clsp para DPPH expresada en
mg/mL de 0,010 para FVLE-PR y 0,634 para FVLE-PE.

De tal manera, que la composicion quimica de los extractos etandlicos de
las hojas y tallos de Foeniculum vulgare, difiere en los metabolitos
secundarios presentes y en la proporcion en que los mismos se encuentran,
repercutiendo asi en las propiedades de las partes de la planta;
demostrandose que en los extractos etandlicos de los tallos hay mayor
proporcion de compuestos fendlicos y flavonoides que segun estudios
anteriores han demostrado tener una fuerte actividad antioxidante; por lo
gue, estos extractos presentan mayor porcentaje de inhibicion en
comparacion con el extracto etandlico de las hojas que presenta menor

proporcion de estos metabolitos y menor porcentaje de inhibicion.

Asi lo confirma la investigacion de Falana y Nurudeen, (2023), que
reportan el aislamiento de flavonoides y fenoles obtenidos de las semillas de
F. vulgare donde los cuales presentan fuerte actividad antioxidante mediante
el método de DPPH y ABTS a diferentes concentraciones (10-100mg/mL). El
estudio revel6 que el extracto de las semillas de F. vulgare a una
concentracion de 100 mg/mL presentd un porcentaje de inhibicion de 90,01
% para el DPPH y 89,64 % para el ABTS, la Clsp no fue determina por los
autores pero se puede apreciar en las graficas de porcentaje de inhibicién

que se encuentra por debajo de 10 mg/mL.
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De modo que, las funciones antioxidantes de los flavonoides resulta de
una combinacién de sus propiedades quelatantes de hierro y secuestradoras
de radicales libres, ademas de la inhibicién de las oxidasas: lipooxigenasa,
ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la xantina oxidasa; evitando asi la
formacién de especies reactivas de oxigeno y de hidroxiperéxidos organicos.
Aunado a esto, se ha visto que también inhiben enzimas involucradas
indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2; al mismo
tiempo que estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes,
como la catalasa y la superoxido dismutasa (Escamilla, Cuevas y Guevera,
2009).

Asimismo, es necesario resaltar que el extracto etanolico de los tallos esta
constituido por flavonoles que han demostrado tener mayor actividad
antioxidante, asi se confirma en los estudios realizados por Escamilla y cols.,
(2009), donde los flavonoides con sustituyentes dihidroxilicos en posiciones
3"y 4 en el anillo B se muestran mas activos como antioxidantes y es
potenciado este efecto por la presencia de un doble enlace entre los
carbonos 2 y 3, un grupo OH libre en la posicion 3 y un grupo carbonilo en la
posicion 4, tal es el caso de los flavonoles. Ademas, las agliconas se
muestran mas potentes en sus acciones antilipoperoxidativas que sus
correspondientes glicésidos. Mientras que las flavonas presentes en el
extracto etandlico de las hojas, poseen un grupo carbonilo en posicién 4 del
anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3, por lo que, su actividad

antioxidante es menor.

Asi, los flavonoides retiran oxigeno reactivo, especialmente en forma de
aniones superoéxidos, radicales hidroxilos, hidroperoxidos y peroxidos
lipidicos. Bloqueando la accion deletérea de estas sustancias sobre las

células (Escamilla y cols., 2009). De este modo, la investigacién de Ibrahim,
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Hamouda y Akram, (2023), concluyen que el extracto del hinojo posee
actividades antioxidantes por los flavonoides y polifenoles que contiene y se
utiliza para reducir la formacion de radicales libres, por lo que es un buen

componente antioxidante.

En tal sentido, se confirma que los extractos etandlicos de las hojas y
tallos de F. vulgare presentan actividad antioxidante por los compuestos
fendlicos y flavonoides detectados en el tamizaje fitoquimico (Tabla 5), los
cuales demuestran tener gran potencial antioxidante frente al radical DPPH,
siendo mayor el porcentaje de inhibicion para el extracto de los tallos de
92,167 % que de los extractos de las hojas de 86,444 %, tales resultados se
deben a que los extractos de los tallos presentan mayor proporcion de
metabolitos secundarios con propiedades antioxidantes y presencia de
flavonoles que presentan mayor actividad antioxidante que flavonas, que se
encuentra en los extractos de las hojas y compuestos fendlicos pero en

menor cantidad.

De este modo, conviene resaltar que los extractos de esta especie F.
vulgare representan una alternativa terapéutica para el estrés oxidativo ya
gue se demostré que sus metabolitos secundarios presentan gran potencial

antioxidante para neutralizar los radicales libres.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El tamizaje fitoquimico permitié determinar que en el extracto etanolico de
las hojas de Foeniculum vulgare predominan los metabolitos secundarios
como triterpenos, esteroles, glicosidos cardiotonicos, alcaloides; siendo
relevante resaltar que también presentan compuestos fendlicos y flavonoides
pero que los mismos predominan con una mayor proporcién en el extracto
etandlico de los tallos de Foeniculum vulgare, que también contiene
alcaloides, triterpenos, esteroles en menor proporcion y no contiene
glicésidos cardiotonicos. Asi, el extracto etandlico de las hojas fue positivo
para flavonas y el extracto etandlico de los tallos fue positivo para flavonoles.
Por otra parte, dichos extractos no presentan saponinas, taninos, cumarinas,

antraquinonas, quinonas ni lactonas sesquiterpenos.

El extracto etandlico de los tallos de Foeniculum vulgare presentd una
mayor actividad antioxidante frente al radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) con un porcentaje de inhibicién de 92,16 %, mientras que el extracto

etandlico de las hojas tuvo un 86,44 % de inhibicion.
La concentracion inhibitoria media (Clsg) fue de 37,95 pg/mL para el

extracto etandlico de los tallos y de 106,73 ug/mL para el extracto etandlico

de las hojas de Foeniculum vulgare.
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Por lo tanto, se confirma que la composicion quimica de los extractos
etanolicos de Foeniculum vulgare con un predominio en compuestos
fendlicos y flavonoides son los responsables de su actividad antioxidante
inhibiendo el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) en un mayor

porcentaje en extractos de los tallos que en las hojas.

Los extractos de Foeniculum vulgare tienen una relevante actividad
antioxidante siendo asi una alternativa terapéutica contra el estrés oxidativo y
la prevencion y control de radicales libres; tal investigacion representa un

aporte cientifico para la sociedad.

Por otra parte, es de relevancia resaltar que este es el primer reporte de

actividad antioxidante de Foeniculum vulgare de Mérida y Venezuela.
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Recomendaciones

Realizar la cuantificacion de compuestos fendlicos y flavonoides de los
extractos de las hojas, tallos y otras partes de Foeniculum vulgare, para

correlacionar su proporcion con la actividad antioxidante.

Determinar si los metabolitos secundarios de los extractos de Foeniculum
vulgare presentan otras actividades biologicas como antifungica,

antibacteriana, citotoxica, entre otras.
Orientar a la poblacién sobre los beneficios de esta planta medicinal

Foeniculum vulgare, conocido como Hinojo, consiguiendo su conservacion y

uso adecuado.
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ANEXOS

 Foeniculum vulgare

Anexo 1: Voucher ARy T B 01.
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