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1. RESUMEN, [NTRODUCCION,
JUSTIFICACION y OBJETIVOS



Pagina anterior: Hypericum canariense L. var. canariense.
[Imagen disponible en http://www.jardincanario.org/inicio, web del Jardin Botanico Viera y Clavijo de Gran Canarias].



La. RESUMEN

El incremento de las infecciones humanas y de las enfermedades crénicas
degenerativas, junto con los progresos en los conocimientos en fitoquimica para la busqueda de
nuevas moléculas con actividad biolégica, han motivado la realizacion de este trabajo. En el
mismo se explora, por primera vez, la eficacia como antioxidante, citotoxico y antimicrobiano
frente a cepas de bacterias multirresistentes de diferentes extractos obtenidos de varios
hipéricos de las Islas Canarias usadas en la medicina tradicional canaria por sus propiedades
vulnerarias, cicatrizantes y antibacterianas, entre otras. Las especies objeto de esta investigacion
fueron: el granadillo (Hypericum canariense L.), la malfurada (Hypericum grandifolium Choisy) y
la cruzadilla (Hypericum reflexum L. f.), siendo este ultimo recolectado en dos puntos diferentes
de Tenerife.

De las tres especies de hipérico se obtuvieron el aceite esencial, el extracto Soxhlet y el
metandlico, asi como a partir de este Ultimo la fraccién cloroférmica y la polar.

Tras el analisis fitoquimico mediante técnicas cromatogréficas de alta eficacia (HPLC-
DAD y HPLC/ESI-MS), se evidencié una elevada presencia de compuestos polifenélicos en las
especies en estudio, siendo especialmente abundante el acido clorogénico y la rutina en el
Hypericum reflexum. Asimismo, solo se encontré una pequefia cantidad de hipericina en el
Hypericum reflexum de Ifonche.

El andlisis de los aceites esenciales mediante GC-MS y GC-FID mostrd que los
componentes mayoritarios en todos los aceites esenciales estudiados estan relacionados con la
fraccion de hidrocarburos, destacando n-nonano, n-undecano, (E)-cariofileno, a-pineno y B-
pineno. Asimismo, se pudo constatar una variabilidad en la composicion de las sustancias
volatiles entre las dos especies de Hypericum reflexum recogidas en diferentes zonas de la isla.

Cuando se llevd a cabo el estudio de la capacidad antioxidante mediante tres métodos
diferentes (DPPH, ABTS y FRAP), comprobamos que todos los extractos y fracciones de las
especies en estudio, con excepcion de los aceites esenciales, presentaron actividad antioxidante
en las tres pruebas, sobresaliendo entre ellos las fracciones polares que presentaron una

actividad comparable a la obtenida con el Trolox (antioxidante de referencia). Los aceites



1. RESUMEN, INTRODUCCION, JUSTIFICACION y OBJETIVOS
L.a. Resumen

esenciales s6lo mostraron actividad antioxidante por el método ABTS, aunque inferior a la
observada con el resto de los extractos ensayados.

El estudio de la actividad antimicrobiana se realizo frente a varias bacterias Gram
positivas y Gram negativas, asi como frente a diferentes cepas de SARM y BLEE, mediante el
método de difusién en agar y el de microdilucién. Encontramos que todos los extractos
ensayados presentaron una moderada actividad frente a las bacterias Gram positivas, pero
ninguna actividad frente a las Gram negativas, destacando los valores de CMI encontrados para
el extracto Soxhlet de Hypericum grandifolium. Por otro lado, si bien todos los extractos de
hipéricos analizados mostraron una moderada actividad antimicrobiana por el método de difusion
en agar frente a las cepas SARM ensayadas, todos presentaron valores de CMI altos por el
método de microdilucién.

Finalmente, se evalu6 la citotoxicidad in vitro mediante el método MTT sobre diferentes
lineas de células tumorales: melanoma humano (A375), carcinoma mamario humano (MDA-MB
231) y carcinoma humano de colon (HCT116). Tras la realizacion de esta prueba, comprobamos
que todos los extractos presentaron actividad citotéxica frente a todas las lineas tumorales
ensayadas, siendo los aceites esenciales los mas potente. Sobresale entre todos ellos el aceite
esencial del Hypericum reflexum que mostré una actividad citotéxica comparable a la del
cisplatino (farmaco de referencia).

En resumen, los hipéricos estudiados en nuestra investigacion mostraron una eficaz
capacidad antioxidante, una leve accién antimicrobiana frente a bacterias multirresistentes y una

potente actividad citotoxica frente a células tumorales.

I.a.1. Estructura de la Memoria

Esta Tesis Doctoral esta compuesta por siete capitulos, ademas de una parte inicial que
incluye el informe favorable de lectura de la Directora y las Codirectoras, los apartados de
publicaciones obtenidas con los resultados de la investigacién, la dedicatoria, los
agradecimientos, las citas ilustres, el indice y las abreviaturas. Consta de 25 figuras y 17 tablas,
las cuales ofrecen una visién resumida e inmediata de los resultados de la misma.

En el capitulo 1, se realiza, tras la presentacién de un resumen de esta Memoria, una
breve resefia sobre el interés del estudio de las plantas medicinales en general, y de las Islas
Canarias en particular, y se describe el enfoque de la investigacion realizada y la proyeccion

internacional alcanzada por la misma, su justificacion y los objetivos prefijados.
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En el capitulo 2, Revisién bibliografica, se resume la situacién actual con respecto a las
ultimas investigaciones fitoquimicas y farmacoldgicas realizadas con especies del género
Hypericum, centrandonos especialmente en los componentes quimicos identificados en esta
investigacion (compuestos fendlicos y aceites esenciales) y en las actividades ensayadas en
esta Tesis Doctoral. También se hace una revisién bibliogréfica de los estudios realizados con
las especies del género Hypericum de las Islas Canarias.

En el capitulo 3, Material y Métodos, se describen los equipos, materiales, metodologias,
técnicas de caracterizacion y andlisis estadisticos empleados en la investigacion con el proposito
de darle cumplimiento a los objetivos del trabajo.

En los capitulos 4, 5 y 6 (Resultados, Discusion y Conclusiones, respectivamente), se
aportan y se describen los resultados de la investigacion, para los cuales luego se propone una
discusion y finalmente se formulan las conclusiones alcanzadas en la investigacion.

Finalmente, el capitulo 7 (Referencias bibliogréficas) describe los libros y publicaciones
usadas para la realizacion de este trabajo y consta de 389 referencias en total, de las cuales el

31% corresponde a los Ultimos 5 afios.

Ademas, para optar a la Mencion Internacional en el titulo de doctor, segun queda
recogido en el articulo 28 del Reglamento de Ensefianzas Oficiales de Doctorado de la
Universidad de La Laguna (de 25 de enero de 2013), que traspone las disposiciones al respecto
contenidas en el Real Decreto 99/2011 (de 28 de enero), el doctorando debera redactar parte
de la Tesis Doctoral (al menos el resumen y las conclusiones), en una de las lenguas habituales
para la comunicacién cientifica en su campo de conocimiento, distinta a cualquiera de las
lenguas oficiales en Espafia. Por este motivo, el resumen y las conclusiones de la presente

Memoria se redactan y presentan también en italiano.






Lb. RIASSUNTO

L’aumento delle infezioni ospedaliere e delle malattie cronico-degenerative, assieme al
costante sviluppo delle conoscenze nellambito della fitochimica indirizzate a ricercare nuove
molecole con attivita biologiche, hanno spinto alla realizzazione dell'investigazione i cui risultati
qui di sequito si presentano. Per la prima volta si indaga la efficacia come antiossidante,
antimicrobiano (su batteri multiresistenti) e antiproliferativa (su linee tumorali umane) di diversi
estratti ottenuti da varie specie del genere Hypericum delle Isole Canarie che sono ampiamente
utilizzate nella medicina tradizionale canaria , tra le altre cose, come cicatrizzanti e antibiotici. Le
specie su cui si é posta lattenzione sono state il “granadillo” (Hypericum canariense L.), la
“malfurada” (Hypericum grandifolium Choisy) e la “cruzadilla” (Hypericum reflexum L. f.),
questultimo raccolto in due punti diversi dell'isola di Tenerife.

Dalle tre specie in questione si sono oftenuti gli oli essenziali, I'estratto metanolico e
quello realizzato mediante apparato Soxhlet oltre alle frazioni cloroformiche e quelle pit polari.

Dalle analisi fitochimiche realizzate mediante HPLC-DAD e HPLC/ESI-MS é scaturita
una grande ricchezza in composti polifenolici presenti in tutte le specie, essendo i pit abbondanti
I'acido clorogenico e la rutina presenti nellHypericum reflexum. Inoltre, i risultati ricavati hanno
descritto la presenza di una piccola quantita di ipericina in Hypericum reflexum della zona di
Ifonche.

Per quanto riguarda la composizione degli oli essenziali realizzata mediante GC-MS e
GC-FID, questi sono risultati composti specialmente da idrocarburi come n-nonano, n-undecano,
(E)-cariofillene, a- e B-pinene. Inoltre, dalle analisi effettuate si sono stabilite delle importanti
differenze nella composizione delle sostanze volatili degli Hypericum reflexum raccolti in due
localita diverse dell'isola.

Per quanto invece riguarda le diverse attivita biologiche, dai saggi antiossidanti realizzati
per mezzo di tre diversi metodi (DPPH, ABTS, FRAP) e emerso che tutti gli estratti e le frazioni,
facendo eccezzione gli oli essenziali, presentano una buona attivita che risulto essere ancora pit
accentuata nel caso delle frazioni pit polari di tutti e tre gli iperici esaminati, con dei valori

prossimi a quelli del Trolox (standard antiossidante utilizzato nei saggi). Gli oli essenziali invece
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hanno mostrato una parziale attivita antiossidante nel saggio con ABTS, con valori comunque
inferiori a quelli rinvenuti nel caso degli altri estratti.

L’esame dell’attivita antimicrobica é stato realizzato su batteri Gram positivi, Gram
negativi e alcuni ceppi di batteri multiresitenti MRSA ed ESBL, utilizzando per lo scopo il metodo
per diffusione (test di Kirby-Bauer) e quello per diluizione. | risultati hanno evidenziato dei
modesti valori di inibizione per tutti gli estratti sui batteri Gram positivi, nulli sui Gram negativi, ma
comunque degni di nota per l'estratto Soxhlet di Hypericum grandifolium. E da aggiungere poi
che tutti gli estratti sono stati in grado di inibire i ceppi batterici MRSA (mediante il metodo per
diffusione), anche se poi ottennero dei valori MIC alti.

Per quanto riguarda ['attivita antiproliferativa in vitro realizzata mediante il saggio MTT su
tre linee tumorali (A375, melanoma umano, MDA-MB 231, carcinoma mammario umano,
HCT116, carcinoma del colon umano), si é potuto appurare l'azione inibente realizzata su tutte le
linee, essendo in questo caso gli oli essenziali i piti potenti di tutti. Soprattutto 'olio essenziale di
Hypericum reflexum ha mostrato dei valori di ICso vicini a quelli del controllo positivo cisplatino
(farmaco chemioterapico di riferimento).

In conclusione, gli iperici esaminati in questo studio hanno messo in evidenza che oltre
ad una efficace attivita antiossidante e moderata azione antimicrobiana sono dei potenti agenti
antiproliferativi di certe linee tumorali. Per tale motivo sono meritevoli di ulteriori studi al fine di

evidenziame il meccanismo d’azione.

Lb.1. Struttura del Saggio

Questa Tesi di Dottorato si compone di sette capitoli, oltre a una parte iniziale che
racchiude linforme positivo redatto dalla Direttrice e dalle Vicedirettrici dellinvestigazione, il
capitolo delle pubblicazioni oftenute fino ad adesso con parte dei risultati la dedica, i
ringraziamenti, le citazioni illustri, I'indice e le abbreviature. Si compone di 25 figure e 17 tabelle
che offrono una visione d’insieme dei risultati ottenuti.

Nel capitolo 1, dopo I'esposizione di un riassunto, é riportata una breve recensione sulla
necessita dello studio delle piante medicinali in generale e in special modo di quelle delle Isole
Canarie, soffermando l'attenzione sull'approccio dell'investigazione realizzata per poi chiudere il
capitolo descrivendo la rilevanza internazionale raggiunta dallo stesso, lo scopo e gli obbiettivi

fissati.
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Nel capitolo 2, Review, si riassume la situazione attuale riguardante gli ultimi studi
pubblicati sulla fitochimica e farmacologia del genere Hypericum, focalizzando [l'attenzione sui
composti chimici identificati in questo nostro studio (composti fenolici e oli essenziali) e sulle
attivitd testate anche in questa Tesi Dottorale. Inolfre si aggiunge una review di tutte le
pubblicazioni realizzate fino al momento aventi per oggetto gli iperici delle Isole Canarie.

Nel capitolo 3, Materiali e Metodi, si descrivono gli apparati, i materiali, i metodi e le
tecniche di analisi statistiche usate per la realizzazione dello studio con il fine di raggiungere gli
obbiettivi prefissati.

Nei capitoli 4, 5 e 6 (Risultati, Discussione e Conclusioni) si descrivono i risultati dei saggi
realizzati, per i cuali poi si propone una discussione e poi alla fine si formulano le conclusioni
raggiunte.

Concludendo, nel capitolo 7 (Bibliografia) si riportano in ordine alfabetico libri e
pubblicazioni scientifiche consultate per la scrittura della Tesi, la quale é formata da 389

riferimenti di cui il 31 % sul totale é composto da lavori pubblicati negli ultimi 5 anni.

Per poter optare per la “Menzione Internazionale” al titolo di Dottore, in base all'articolo
28 del Regolamento degli Studi Ufficiali di Dottorato di Ricerca dell'Universita della Laguna (del
25 di gennaio del 2013) che trascrive gli articoli al rispetto contenuti nel Decreto Regale 99/2011
(del 28 di gennaio), il dottorando dovra redigere parte del Saggio (almeno il Riassunto e le
Conclusioni) in una delle lingue che abitualmente si usano per la comunicazione scientifica nel
suo campo di conoscenza, diversa da tutte quelle che sono ufficiali nel territorio spagnolo. Per

questo motivo, il Riassunto e le Conclusioni del presente Saggio si stendono anche in Italiano.
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II. INTRODUCCION

I1.1. Las plantas medicinales como punto de partida

A pesar del enorme progreso habido en los Ultimos afios en el desarrollo de nuevos
farmacos, la mayoria de ellos presentan efectos secundarios que, en circunstancias extremas,
pueden amenazar la vida del paciente. Por ello, la busqueda de nuevos agentes terapéuticos
mas eficaces y seguros sigue siendo una parte importante de la investigacion farmacéutica. En
este sentido, el reino vegetal tiene una gran importancia, como lo avala el hecho de que muchas
plantas se usen en medicina popular por sus propiedades medicinales y ademas ofrezcan una
gran diversidad de metabolitos secundarios, lo que hace de las mismas una fuente
practicamente inagotable de moléculas con las mas diversas aplicaciones (Bruneton 2001;
Wagner 2006).

El uso de plantas medicinales como fuente de metabolitos secundarios aprovechables
para curar enfermedades se remonta a tiempos muy antiguos, cuando ya en el 2500 a. C. con el
Codigo de Hamurabi o en el 2700 a. C. con el Pentsao chino se daba constancia de un elevado
numero de plantas y drogas usadas con fines curativos (Pérez de Paz y Hernandez Padron
1999). Durante mucho tiempo las plantas medicinales fueron el principal recurso medicinal del
que disponian nuestros antepasados. Desde entonces ha acontecido un constante
descubrimiento de vegetales que el hombre ha sabido utilizar de forma provechosa para sus
propoésitos terapéuticos. Especialmente en las Ultimas décadas se ha producido un renovado
interés de la investigacion en el campo de los productos naturales, debido no solo al desarrollo y
disponibilidad de una serie de nuevos bioensayos, sino a los avances en la quimica y la
instrumentacién que han producido métodos mas eficaces de aislamiento, separacion,
purificacion y elucidacion estructural. Algunos de estos compuestos son importantes no solo por
su uso directo como agentes terapéuticos, sino también como prototipo en el desarrollo de
nuevos medicamentos. En muchos casos, los principios activos obtenidos de las plantas son
susceptibles de ser modificados quimicamente para mejorar su comportamiento. Asi, algunas
veces se introduce un radical que, al cambiar sus propiedades fisico-quimicas, modifica

favorablemente su cinética o su actividad (De Smet 1997; Villaescusa y Zaragoza 2003; Wagner,
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2006). De hecho se calcula que aproximadamente del 25 al 50% de los farmacos actuales
derivan de plantas aislandose hoy todavia algunos medicamentos directamente de las plantas
por ser mas econdmico dada su complejidad estructural (Cowan 1999, Cragg et al. 2009). Un
ejemplo de ello seria el caso de la digoxina. Este heterosido cardiotonico, que se encuentra en
las hojas de la Digitalis purpurea y que se administra hoy en dia como compuesto puro en
comprimidos o via parenteral en caso de insuficiencia cardiaca, se usaba ya en el 1785 cuando
William Withering, medico inglés, utilizaba las hojas de esta planta por poseer, segun él “un
poder sobre los movimientos del corazon que no ha sido observado con ninguna otra medicina”
(Goodman y Gilman 2003).

Aun asi, a pesar de los grandes esfuerzos y avances realizados en investigacion de
base en farmacologia (incluyendo a la farmacognosia) y al constante acudir a la etnobotanica,
que en muchas ocasiones ha servido de punto de partida para disefiar el camino a seguir,
muchas moléculas quedan por descubrirse y muchas funciones farmacoldgicas por asignarse.

Si analizamos las fuentes naturales que han dado lugar a nuevos principios activos
utilizados para el tratamiento de las enfermedades infecciosas, podemos observar que los
productos naturales juegan un papel importante en los procesos de descubrimiento y desarrollo
de estos nuevos medicamentos. De los 1010 productos aprobados entre 1981-2006, el 44 %
fueron productos de origen natural o derivados a partir de ellos y, concretando, entre el 62-67%
de los medicamentos antibacterianos o anticancerigenos se obtuvieron igualmente a partir de
sustancias de origen natural (Newman y Cragg 2007).

En este sentido, tenemos que comentar que la busqueda de compuestos naturales
bioactivos con propiedades antimicrobianas se encuentra plenamente justificada, debido a la
creciente aparicion y diseminacion de resistencias a los antimicrobianos clésicos y los graves
efectos secundarios que ocasionan, asi como a la aparicion de micosis y otras infecciones
oportunistas en pacientes inmunodeprimidos (Cowan 1999; Cantén y Sanchez Moreno 2003;
Diaz Granados et al. 2008; Lagamayo 2008; Bockstael y van Aerschot 2009). De hecho, existen
diferentes compuestos procedentes de organismos vegetales que han demostrado en
numerosos trabajos poseer dicha actividad, entre los que podemos destacar los fenoles simples,
quinonas, taninos, cumarinas, flavonas, aceites esenciales y los alcaloides (Cowan 1999;
Domingo y Lépez-Brea 2003; Rios y Recio 2005).

Por otro lado, se ha puesto de manifiesto durante los ultimos afios la existencia de una
estrecha relacion entre el estrés oxidativo y una serie de procesos fisiopatolégicos que limitan la
calidad y la expectativa de vida de muchas personas. Entre estos procesos podemos destacar:

mutagénesis, cancer, arteriosclerosis, infarto de miocardio, diabetes, cataratas, enfermedades
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inflamatorias, envejecimiento celular, trastornos del sistema nervioso central y enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, esclerosis multiple), entre otros (Blaylock 1998; Behl
1999; Gilgun-Sherki et al. 2001; Junqueira et al. 2004; Qureshi et al. 2004).

Por esta causa, en los Ultimos afios ha aumentado el interés cientifico por las
propiedades antioxidantes de los compuestos procedentes del reino vegetal, ya que estas
sustancias constituyen una de las principales fuentes de antioxidantes exégenos que adquirimos
a través de la dieta, jugando un papel importante en el mantenimiento del equilibrio redox y en
disminuir la incidencia del dafio producido por los radicales libres, por lo que actualmente se
consideran altamente beneficiosos para la salud (Blaylock 1998; Youdim y Joseph 2001; Issa et
al. 2006; Russo 2007; Holst y Williamson 2008). De entre estos compuestos activos destacan los
derivados polifendlicos, y, en especial, los flavonoides, que constituyen uno de los grupos de
antioxidantes naturales mas abundantes, ampliamente distribuidos en el reino vegetal, y que en
muchas ocasiones han demostrado ser los responsables de la actividad antioxidante (Heim et al.
2002; Erlund 2004; Williams 2004; Lotito y Frei 2006).

I1.2. El Archipiélago Canario y su flora medicinal

Canarias, junto con Azores, Madeira, Salvajes y Cabo Verde constituyen la Region
Macaronésica. Estos Archipiélagos poseen una extraordinaria diversidad ecoldgica, fruto de unas
especiales condiciones ambientales que dan lugar a una rica variedad de habitats naturales.

El origen geoldgico de las Islas Canarias ha sido siempre un tema de grandes
controversias. En un principio, se consideraron como los restos de las cumbres de las altas
montafias del continente hundido de la Atlantida. Mas recientemente se han formulado dos
teorias mas, donde la primera supone que las Islas Canarias fueron en algin momento de la
historia parte del continente affricano del cual se separaron por la deriva de los continentes, v,
una segunda, que las considera surgidas del mar por la actividad de volcanes submarinos. Esta
ultima teoria, gracias a estudios geoldgicos y oceanograficos recientes, parece ser la que
describe mejor la formacion del Archipiélago (Bramwell y Bramwell 2001).

La edad de las islas es delatada por la flora endémica de las mismas. En muchos sitios
de la regidén mediterranea se han hallado fésiles de hojas y frutos de plantas idénticas a especies
que se encuentran actualmente solamente en Canarias y en el resto del Archipiélago

macaronésico. Fosiles de plantas como el Drago (Dracaena draco), el Laurel (Laurus azorica) o
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muchos helechos canarios datan de los periodos Mioceno y Plioceno de la Epoca Terciaria y
tienen hasta 20 millones de afios (Bramwell y Bramwell 2001).

El clima de las Islas Canarias es béasicamente mediterraneo. Sin embargo, esta
influenciado por una serie de factores que lo modifican y lo hacen unico, como la proximidad de
las Islas Orientales a la costa Norte-Africana o la gran altura y la posicion oceanica de las Islas
Occidentales rozadas por los Vientos Alisios del Noreste (Bramwell y Bramwell 2001). La
diversidad climatoldgica unida a la gran altitud ocasiona un evidente efecto sobre la distribucion
de los tipos de vegetacion en las Islas. Asi se delimitan zonas de vegetacion bien definidas
segun la altura: xerofitica (0-700 m), bosque termdfilo (200-600 m), bosque himedo (400-1500
m), bosque de pinares (1200-2000 m) y zona de alta montafia (> 1900 m) (Bramwell y
Bramwell 2001).

Desde hace varios siglos, el rico patrimonio vegetal del Archipiélago Canario ha llamado
la atencion de numerosos naturalista, botanicos e investigadores. Se tiene constancia de que, ya
en el siglo XVIII, Linneo conocia una pequefa cantidad de plantas de las Islas; pero fue solo en
los afios 1771-80 cuando empezaron las primeras exploraciones botanicas en Canarias llevadas
a cabo por el primer recolector de plantas enviado por el Real Jardin Botanico de Kew, Francis
Masson. De hecho se considera una de las floras regionales con mayor diversidad genética. La
importancia de su biodiversidad se ve aumentada por ser un tercio de su flora silvestre
clasificada como endémica: dato equiparable solo al de otros territorios insulares de origen
volcanico como las Galapagos o Hawai. Aunque en muchas ocasiones ese gran numero de
especies Unicas ve reducida su presencia, presentandose en ocasiones en poblaciones
integradas por menos de una decena de individuos (Pérez de Paz y Hernandez Padron 1999;
Bramwell y Bramwell 2001). Aun asi, la impresionante excepcionalidad de su flora y fauna
hicieron que los investigadores declararan que su vegetacion endémica es un magnifico ejemplo
de radiacion adaptativa, tanto que si Charles Darwin hubiese podido desembarcar en el 1832 en
la isla de Tenerife (cosa que no sucedio por una epidemia de cdlera en Inglaterra), quizas la
hubiese usado para ilustrar su obra maestra “El origen de las especies” (Bramwell y
Bramwell 2014).

Es mas, muchas de las plantas endémicas han sido objeto durante largo tiempo de
leyendas y folklores. Por ejemplo, se cuenta que los Guanches (pre-hispanicos de Tenerife) en
periodos de sequia quitaban la corteza del cardon (Euphorbia canariensis) y con ella su latex
venenoso para chupar la pulpa interior del tallo y asi calmar la sed. También, se sabe que el

legendario Drago de Canarias (Dracaena draco) exuda una resina de color rojo, conocida como
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‘sangre de drago” y que ya desde la Edad Media era muy apreciada por los alquimistas y los
médicos por sus dotes mistico-medicinales (Bramwell y Bramwell 2001).

Otro aspecto a destacar de los endemismos de las Islas es el uso medicinal que se ha
hecho de algunos de ellos. En la época prehispénica, los aborigenes los empleaban bien como
alimentos (frutos del mocan, Visnea mocanera) o bien para la fabricacion de vestimentas
(entretejiendo hojas de palmeras, Phoenix canariensis) y de herramientas y armas (Pinus
canariensis, Juniperus canariensis, Olea europea, Dracaena drago). Ademas, aun hoy en dia,
plantas como el poleo (Bystropogon sp.), la salvia blanca (Sideritis sp.) y la cresta de gallo
(Isoplexis sp.) son considerados valiosos remedios para determinadas afecciones como
bronquitis, heridas infectadas y cardiopatias respectivamente (Bramwell y Bramwell 2001). Cabe
mencionar también al algaritofe (Cedronella canariensis), que de entre los mdltiples usos
tradicionales que se han descrito, se han podido demostrar sus propiedades antimicrobianas,
analgésicas, antiinflamatorias, hipoglucemiantes, diuréticas e hipotensoras (Lopez-Garcia et al.
1991, 1992, 1996), asi como, en fecha muy reciente, sus propiedades antioxidantes y citotoxicas
sobre células tumorales (Zorzetto et al. 2015a).

Tenerife, la mayor de las Islas Canarias con una superficie de 2034 km2, es una isla con
un perfil que se asemeja a un triangulo, de unos 80 km de largo y 60 km de ancho. Es
atravesada por el centro por una cadena de montafias que dibujan en su geografia profundos
valles y que alcanza su punto mas alto en el pico volcanico central del Teide (3707 m). La zona
Norte presenta altos acantilados, mientras que el Sur tiene una llanura costera que se presenta
muy ancha y plana en la zona de Granadilla de Abona y Adeje. En las regiones mas occidentales
y orientales (Teno y Anaga, respectivamente), hay dos bloques de montafias de antiguo basalto
del Terciario, con profundos valles y afiladas sierras cubiertas de bosque (Bramwell y
Bramwell 2001; Bramwell 2014).

Las montafias por encima de Santa Cruz, conocidas como la Sierra de Anaga, con sus
alturas que llegan a los 1000 m y declaradas Parque Rural, se extienden desde La Laguna hasta
la Punta de Anaga, el punto mas Nordeste de la isla. Las cumbres estan cubiertas en muchos
sitios, como en Las Mercedes, de monte con densas zonas de laurisilva. Los arboles mas
importantes son Laurus azorica, Prunus lusitanica, Rhamnus glandulosa, llex canariensis. Pero
también estan presentes Pericallis appendiculata, Isoplexis canariensis, Ixanthus viscosus,
Tealine canariensis, solo por nombrar algunas especies. La zona costera de la Sierra de Anaga
no es de menor importancia, albergando especies como Echium simplex, Gonospermum
revolutum, Tealine pallida, Ruta pinnata y suculentas del género Aeonium (Bramwell y Bramwell

2001). En este contexto tan rico en flora, en el Parque Rural de Anaga, crece y se ha recolectado
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el Hypericum canariense y el Hypericum grandifolium, objeto de la investigacion que en esta
Tesis Doctoral se presenta.

En la zona central de la isla, se encuentra el Parque Natural de la Corona Forestal, que
extendiéndose desde La Esperanza hacia las cotas mas altas de Teno y de Adeje, presenta en
algunas zonas restos de bosque humedo, con laurisilva y fayal-brezal, ademas de pequefias
zonas de castafios y eucaliptos introducidos (Bramwell 2014). Aqui, en la carretera dorsal, que
desde La Laguna va a La Esperanza y sube hacia Las Cafiadas del Teide y que atraviesa el
bosque de pinos, se ha recolectado uno de los dos Hypericum reflexum investigados, el que se
llamara “Hypericum reflexum (La Esperanza)’.

En la vertiente suroccidental de la isla, se localiza el Paisaje Protegido de Ifonche, en la
comarca de Chasna, extendiéndose entre los términos municipales de Adeje y Vilaflor. La
vegetacion en este entorno se corresponde con los terrenos potenciales del pinar que, debido a
la activa e intensa transformacion antrépica habida en este espacio, hizo que el pinar ocupe
hasta la fecha de hoy solo una fraccion de la superficie total del Paisaje Protegido (Gobierno de
Canarias 2015). En este entorno, hemos recolectado el segundo de los Hypericum reflexum
estudiados, el que en toda la exposicion de esta Memoria se definira como “Hypericum

reflexum (Ifonche)”.

I1.3. El enfoque de la investigacion

Desde hace afios, los miembros del equipo de investigacion del que formo parte han
venido realizando estudios fitoquimicos y ensayos bioldgicos con diferentes especies vegetales
de nuestras Islas, sobre todo aquellas que han sido empleadas tradicionalmente en la medicina
popular de las Islas Canarias.

Cabe recordar aqui la importancia que las investigaciones en fitoquimica han adquirido
en las Islas, hecho reflejado en la prolifica produccion de publicaciones que a partir de 1949 (afio
en el cual se dio a conocer la composicion del latex de Euphorbia canariensis por los
investigadores Gonzalez y Calero) describen los compuestos quimicos propios y derivados de
las plantas canarias. Con mirada retrospectiva, se descubre asi que la década de 1966-1975
coincide con el apogeo en numero de estudios realizados sobre la quimica de las plantas del
Archipiélago. A partir de esa fecha decrece el nimero de publicaciones puramente quimicas,
para dejar paso a nuevos campos del conocimiento como la biosintesis y las actividades

bioldgicas centradas en productos quimicos de la flora canaria (Pérez de Paz 1982).
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Dentro de las diversas lineas de investigacion seguidas en nuestro laboratorio, una de
ellas involucra a diferentes especies del género Hypericum nativas del Archipiélago Canario,
cuyas sumidades floridas, hojas y frutos se usan en la medicina popular canaria en forma de
infusion, cataplasma o cocidas para la cicatrizacion y curacion de la piel, asi como sedante
diuréticos, vermifugos, antihistéricos y antidepresivos (Darias et al. 1986, 1989; Pérez de Paz y
Hernandez Padrén 1999).

La eleccion de este género no es casual, sino basada en sus usos tradicionales y en las
interesantes acciones farmacolégicas encontradas en los Ultimos afios para la especie
Hypericum perforatum que, como se describira detalladamente mas adelante (ver capitulo
2. Revision bibliogréfica), ha demostrado poseer propiedades analgésicas, antiinflamatorias,
antivirales y antidepresivas, asi como antioxidantes, citotoxicas, cicatrizantes y antimicrobianas
(incluyendo aqui a las bacterias multirresistentes), entre otras (Bombardelli y Morazzoni 1995;
Butterweck et al. 1997; Axarlis et al. 1998; Jakovljevi¢ et al. 2000; Barnes et al. 2001; Flausino et
al. 2002; Mattace Raso et al. 2002; Rodriguez-Landa y Contreras 2003; Linde y Knlppel 2005;
Randlgv et al. 2006; Oztiirk et al. 2007; Savikin et al. 2007; Sosa et al. 2007; Kasper et al. 2008;
Silva et al. 2008; Uchida et al. 2008).

Asi pues, frutos del trabajo llevado a cabo en nuestro laboratorio con diferentes especies
de Hypericum de las Islas Canarias han sido las publicaciones realizadas en diversas revistas
internacionales, encontrado interesantes actividades antibacteriana, analgésica, antiinflamatoria
y antidepresivas para estas especies (Herrera et al. 1996; Prado et al. 2002; Rabanal et al. 2002;
Sanchez-Mateo et al. 2002, 2005; Rabanal et al. 2005; Sanchez-Mateo et al. 2005, 20063,
2006b, 2006c, 2007; Bonkanka et al. 2008; Sanchez-Mateo et al. 2009; Bonkanka et al. 2011;
Séanchez-Mateo et al. 2015 in press).

Dado los interesantes resultados encontrados con estas especies de hipéricos canarios,
decidimos continuar la linea de investigacion realizada hasta ahora centrandonos en el presente
trabajo en el estudio de sus actividades antioxidantes, citotoxicas y antimicrobianas frente a
bacterias multirresistentes, propiedades que han sido ampliamente demostradas en el
Hypericum perforatum (ver capitulo 2. Revisién bibliografica) y que no han sido estudiadas hasta
la fecha en los hipéricos del Archipiélago Canario.

Para ello, en primer lugar, se obtuvieron diferentes extractos de tres especies de hipérico
canarios, H. canariense, H. grandifolium y H. reflexum (este Ultimo, recolectado en dos puntos
diferentes de la isla de Tenerife). Posteriormente, se analiz6 el perfil fitoquimico con técnicas
analiticas como el HPLC y la cromatografia de gases, y se realizaron los ensayos necesarios

para determinar la eficacia de estos extractos como antioxidantes (con pruebas como DPPH,
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ABTS y FRAP), citotoxicos (frente a tres lineas celulares de tumores humanos) y antimicrobianos

frente a diferentes cepas de bacterias multirresistentes.

I1.4. Proyeccioén internacional de los resultados

Cabe subrayar que con parte de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral hemos
podido realizar una serie de publicaciones, lo que avala a nivel internacional el trabajo realizado
en nuestros laboratorios hasta la fecha (ver apartado 0.1 Publicaciones).

Debemos hacer una mencion especial a la posibilidad que hemos tenido de colaborar
con el grupo de Food Chemistry de la “Scuola di Scienze del Farmaco e dei Prodotti della
Salute” de la “Universita degli Studi di Camerino” (Italia), en la cual se realizd una fructifera
estancia bajo la direccion del Profesor Sauro Vittori. Ademas, gracias a esta colaboracién
internacional, hemos podido realizar investigaciones paralelas con otras plantas endémicas de
Canarias, las cuales han dado como fruto la presentacion de pdsters y comunicaciones en
Congresos Internacionales asi como la publicacién de articulos en revistas de impacto (Venditti
et al. 2014; Zorzetto et al. 2014b; Zorzetto et al. 2015a).
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Las investigaciones en productos naturales siguen siendo una de las principales vias
para descubrir nuevos compuestos bioactivos con aplicaciones farmacéuticas o agroquimicas.
Como es sabido, uno de los factores limitantes de la industria farmacéutica es encontrar nuevas
moléculas de diversidad estructural, y, en este contexto, la importancia de los productos
naturales es casi ilimitada, teniendo en cuenta que presentan una gran variedad estructural y que
queda una parte considerable de productos presentes en la naturaleza que todavia no se han
identificado (Gil Ruiz 2002).

El interés experimentado por la investigacion en este campo va paralelo también al
desarrollo y disponibilidad, por una parte, de una serie de nuevos bioensayos, Yy, por otra, de
métodos mas eficaces de aislamiento, separacion y purificacion. Asimismo, el avance de los
métodos espectroscdpicos ofrece una amplia gama de herramientas con las que abordar el
problema de la elucidacion estructural (Gil Ruiz 2002).

Sobre la base de estas premisas, desde hace varios afios el grupo de investigacion del
que formo parte ha venido realizando un amplio estudio encaminado a poner de manifiesto las
posibles actividades farmacologicas de diferentes especies de la rica flora silvestre de las Islas
Canarias, con el fin de contribuir al estudio de los recursos naturales de interés terapéutico de
nuestro Archipiélago y establecer nuevas fuentes de especies botanicas y de productos
naturales con actividades farmacolégicas de interés que puedan resolver (aunque sea
parcialmente) algunos de los problemas con que se enfrenta hoy la terapéutica.

Dado el gran interés suscitado en los Ultimos afios por las especies del género
Hypericum, y, en particular Hypericum perforatum que ha demostrado tener interesantes
propiedades farmacologicas (antidepresivas, analgésicas, antibacterianas y citotdxicas, entre
otras) (Bombardelli y Morazzoni 1995; Butterweck et al. 1997; Axarlis 1998; Schulz et al. 1998;
Jakovljevi¢ et al. 2000; Barnes et al. 2001; Flausino et al. 2002; Mattace Raso et al. 2002; Prado
et al. 2002; Rodriguez-Landa y Contreras 2003; Avato 2005; Crockett et al. 2005; Linde vy
Kniippel 2005; Randlgv et al. 2006; Oztiirk et al. 2007; Savikin et al. 2007; Sosa et al. 2007;
Kasper et al. 2008; Silva et al. 2008; Uchida et al. 2008; Saddige et al. 2010; Crockett y Robson
2011; Negi et al. 2013; Wolfle et al. 2014), nuestro grupo de investigacion ha venido realizando
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desde hace varios afios el estudio de las potenciales propiedades farmacoldgicas de diferentes
especies de Hypericum de las Islas Canarias, que se han utilizado en la medicina popular
canaria en forma de infusion, cataplasma o cocidos como sedante, diuréticos, vermifugos,
antihistéricos y antidepresivos, asi como para cicatrizar y curar heridas de la piel (Darias et al.
1986, 1989; Pérez de Paz y Hernandez Padron 1999). Frutos de esta investigacion han sido
varias publicaciones donde se han puesto de manifiesto las propiedades antibacteriana,
analgésica, antiinflamatoria y antidepresivas para cuatro de estas especies, Hypericum
canariense L., Hypericum glandulosum Aiton, Hypericum grandifolium Choisy e Hypericum
reflexum L. f. (Herrera et al. 1996; Prado et al. 2002; Rabanal et al. 2002; Sanchez-Mateo et al.
2002, 2005; Rabanal et al. 2005; Sanchez-Mateo et al. 2005, 2006a, 2006b, 2006¢c, 2007;
Bonkanka et al. 2008; Sanchez-Mateo et al. 2009; Bonkanka et al. 2011; Sanchez-Mateo et al.
2015 in press), que corroboran algunos de los usos populares de estas plantas.

En este contexto, y teniendo en cuenta los interesantes resultados obtenidos con las
especies de hipéricos canarios en trabajos previos, la presente Tesis Doctoral continua con esta
linea de investigacion estudiando en mas profundidad tanto desde el punto de vista fitoquimico
como farmacoldgico tres especies del género Hypericum empleadas en la medicina popular
canaria, Hypericum canariense L., Hypericum grandifolium Choisy e Hypericum reflexum L. f.
Dado que otras especies del género Hypericum han mostrado actividades antioxidantes,
citotoxicas y antimicrobianas frente a bacterias multirresistentes, y que estas acciones no han
sido estudiadas (que nosotros tengamos conocimiento) en los hipéricos de las Islas Canarias,
nos centramos en el presente trabajo en el estudio de dichas actividades.

En esta Tesis Doctoral se ha emprendido un proyecto de investigacion interdisciplinar,
interdepartamental e internacional cuyo objetivo fundamental es el estudio fitoquimico de
diferentes extractos obtenidos de las especies de hipéricos seleccionadas y la evaluacion de sus
propiedades antioxidantes, antimicrobianas frente a bacterias Gram positivas, Gram negativas y
bacterias multirresistentes, asi como citotdxicas frente a diferentes lineas de células tumorales,
con el proposito de avalar algunos de sus usos populares e identificar, si es posible, los
principios responsables de dicha accion.

El objetivo general propuesto en el parrafo anterior se pretende alcanzar por medio de

una serie de actividades que se describen a continuacion:

e Preparar los diferentes extractos de las especies de Hypericum bajo investigacion: aceite
esencial, extracto Soxhlet, extracto metabdlico, asi como fraccionamiento de éste ultimo

(fraccidn cloroformica y polar).
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Identificar una serie de metabolitos secundarios caracteristicos de los hipéricos en los
extractos de las plantas investigadas mediante técnicas cromatograficas de alta eficacia
(HPLC-DAD y HPLC/ESI-MS).

Identificar los compuestos volatiles en los aceites esenciales de las especies investigadas
mediante GC-MS y GC-FID.

Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos y aceites esenciales por medio de tres
pruebas especificas: capacidad atrapadora del radical libre DPPH, reaccion con el radical
ABTS* y medida de la capacidad reductora del hierro (FRAP), asi como determinar el
contenido en fenoles totales en los diferentes extractos mediante el método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu.

Estudiar las actividades antimicrobianas de los diferentes extractos frente a diferentes
bacterias Gram positivas, Gram negativas y multirresistentes (SARM y BLEE) mediante los
métodos de difusion en agar y de microdilucién para determinar la concentracion inhibitoria
minima (CIM).

Determinar la potencial citotoxicidad de los extractos en estudio frente a tres lineas celulares
tumorales, A375 (melanoma humano), MDA-MB 231 (carcinoma mamario humano), HCT116
(carcinoma humano de colon), mediante el método colorimétrico MTT.

Intentar establecer posibles relaciones entre las actividades encontradas, los compuestos

identificados y los usos populares a partir de los resultados obtenidos.
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Pagina anterior: Hypericum canariense L. var. floribundum (Aiton) Bornm.
[Imagen disponible en http://www.jardincanario.org/inicio, web del Jardin Botanico Viera y Clavijo de Gran Canarias].



I. GENERO HYPERICUM

I.1. Clasificacion taxonémica, descripcion botanica y usos populares

El taxén Hypericum (familia Hypericaceae, orden Theales) consta de 469 especies —
entre hierbas, arbustos y arboles (en el caso de algunas especies extraeuropeas) — distribuidas
en todo el mundo (menos en Antartida), siendo nativas o habiendo sido introducidas con finalidad
ornamental. Viven en una gran variedad de habitats: regiones templadas, altas montafias y
tropicos, evitando solo las zonas con condiciones extremas de aridez, temperatura y/o salinidad.
Estudios monogréficos han llevado a la division del género en 36 secciones taxondmicas,
caracterizandose cada una por su propio perfil morfoldgico, biogeografico y quimico (Crockett y
Robson 2011). De todas las especies descritas, 61 se encuentran en Europa y, mas
especificamente, 26 en Espafia (Nogueira et al. 2008; Arechavaleta et al. 2010).

Las plantas tienen hojas opuestas y simples y en muchas ocasiones presentan
glandulas. Las flores son amarillas, solitarias 0 en cimas ramificadas; estan compuestas por 5
sepalos, 5 pétalos y numerosos estambres que a menudo estan unidos en haces por la base. El
ovario es supero, con 3 0 5 estilos. Los frutos son capsulas que a veces son carnosas. Las
semillas, numerosas, son muy pequefias y de color marrén (Ramos 1984; Bramwell y Bramwell
2001). Florece en la época del solsticio de verano, llegando asi a llamarse hierba de San Juan
(St John’s Wort). En el Medioevo, se solia colocar unos ramos de este hipérico suspendidos
encima de las imagenes sagradas para ahuyentar a los malos espiritus, 1o que explica que el
nombre de género proceda etimolégicamente del griego (huper [encima] y eikén [imagen])
(Bruneton 2004).

Mencion especial merecen los dos tipos de glandulas identificadas en los hipéricos,
debido a que estan directamente implicadas en la produccién y almacenamiento de algunos
metabolitos secundarios fundamentales para el perfil fitoquimico de esta planta: las glandulas
oscuras (0 negras) y las glandulas translucidas. Las primeras estan formadas por un grupo de
células especializadas y muestran un color que va de rojizo a negro. Estas gldndulas se han
observado en dos tercios de las especies de hipéricos descritas (de ahi que se consideren Utiles

para la taxonomia de los hipéricos), estando presentes, en proporciones variables, en todas la
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partes aéreas de la planta. Su numero y tamafio es directamente proporcional al contenido en
naftodiantronas, las cuales se almacenan (y probablemente también se sintetizan) en dichas
estructuras anatdémicas (Crockett y Robson 2011; Akhtar et al. 2014). A tal propdsito, se ha
demostrado que las naftodiantronas, dependiendo de su concentracion, son las responsables del
color (de rojizo a negro) de las glandulas que las almacenan (Crockett y Robson 2011). El
segundo tipo, constituido por las glandulas translucidas, con un color que va de transparente (por
la presencia de aceites esenciales) a ambar (por las resinas), estan formadas por espacios
intercelulares esquizdgenos y segregan aceites esenciales y derivados del floroglucinol (como la
hiperforina). A simple vista se aprecian como puntos transparentes al mirar una hoja de hipérico
a contraluz, dandole el nombre de Hypericum perforatum a la especie mas investigada del
género debido a esta caracteristica (Ramos 1984; Crockett et al. 2005; Crockett y Robson 2011).

El Hypericum perforatum es una planta medicinal muy conocida que se ha usado en
medicina tradicional desde la antigliedad para tratar una gran variedad de afecciones, tales como
curacién de heridas, infecciones urinarias y para aliviar los desérdenes del sistema nervioso
(Bombardelli y Morazzoni 1995; Barnes et al. 2001; Avato 2005).

I.2. Composicion quimica

La composicion quimica de la sumidad florida del Hypericum perforatum ha sido
estudiada en profundidad en los Ultimos afios, habiéndose identificado numerosos componentes
relacionados con su actividad biolégica (Bruneton 2004; Crockett et al. 2005).

Tradicionalmente, se ha considerado que en los extractos hidroalcohdlicos de las partes

aéreas de hipérico existen cinco grupos fundamentales de compuestos:

1. Naftodiantronas [principalmente hipericina (1) y pseudohipericina (2) (0.06-0.15 %) que son
las principales responsables de la coloracion de las glandulas oscuras presentes en hojas y
flores del hipérico; ademas cabe recordar que en la planta fresca se encuentra
protohipericina (3) y protopseudohipericina (4)].

2. Derivados prenilados del floroglucinol: hiperforina (5) (2-4.5 %) y adhiperforina (6) presentes
en flores y frutos maduros.

3. Flavonoides (2-4 %): especialmente luteolina (7), kaenferol (8), quercetina (9) y heterdsidos
de quercetina [quercitrina (10), hiperosido (11), isoquercitrina (12), rutina (13)].

4. Compuestos fenolicos, como el acido cafeico y el clorogénico (14).
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5. Biflavonoides, concentradas en las flores: 13,118-biapigenina (20) y 13',118-biapigenina (21)

(i.e. amentoflavona, 0.01-0.05 %).

Ademas, en menor cantidad, se han encontrado en el Hypericum perforatum algunas
xantonas (en los tallos floridos), taninos, diterpenos, triterpenos, carotenoides, esteroles y
amino&cidos (Bombardelli y Morazzoni 1995; Nahrstedt y Butterweck 1997; Schulz et al. 1998;
Barnes et al. 2001; Bruneton 2001; Buendia Sanchez 2000; Vanaclocha y Canigueral 2003;
Saddige et al. 2010).

Asimismo, la especie de Hypericum perforatum tiene una pequefia cantidad de aceite
esencial (0.1 a 0.35 % de la droga seca), que contiene, mayoritariamente, hidrocarburos
alifaticos (2-metil-octano, n-nonano, n-decano, n-undecano) y terpénicos [a-pineno (15), B-pineno
(16), (E)-cariofileno (17), a-cadinol (18), d-cadineno (19), B-farneseno, humuleno, germacreno D ]
(Avato 2005; Hostettmann y Wolfender 2005; Crockett 2010; Saddige et al. 2010).

Por otro lado, se ha encontrado en algunos estudios que el contenido de algunos de
estos compuestos, como hipericina, fenoles o flavonoides, sufre variaciones segun el ciclo
biolégico de la planta, observandose que el momento en que la planta produce mayores
cantidades de estos compuestos es el periodo de floracion (Toker 2009) y que el contenido de
polifenoles aumenta (> 12 %) en las yemas (justo antes de la floracion) y en las plantas que
crecen en zonas geograficas de mayor altitud (Avato 2005; Cimpoiu 2006). Ademas, se sabe que
la concentracion de los metabolitos secundarios varia en funcion de factores como el origen
geogréfico de las plantas o la época del afio (se ha descrito una disminuciéon de las
naftodiantronas y un aumento de los derivados de floroglucinol desde el momento de la floracion
hasta la fructificacion de la planta). También hay que tener en cuenta el proceso de secado, la
conservacion del material desecado y si se trata de plantas cultivadas o silvestres (Hostettmann
y Wolfender 2005; Bagdonaité et al. 2012; Wolfle et al. 2014).

En el caso de las naftodiantronas, uno de los compuestos caracteristicos del género
Hypericum, encontramos que si bien las mas abundantes del grupo son hipericina y
pseudohipericina, se han aislado por lo menos cuatro derivados mas, ciclopseudohipericina,
isohipericina, protohipericina y protopseudohipericina. Estas dos ultimas se encuentran en mayor
cantidad en plantas sin desecar, aunque debido a su inestabilidad a la luz, son convertidas
rapidamente en las mas estables hipericina y pseudohipericina (Avato 2005; Hostettmann y
Wolfender 2005; Karioti y Bilia 2010; Saddiqe et al. 2010).
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NAFTODIANTRONAS
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Figura 2.1. Estructuras de algunos compuestos de las partes aéreas del género hipérico.
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Esta ultima, a su vez y bajo determinadas condiciones, es convertida a
ciclopseudohipericina (Avato 2005; Karioti y Bilia 2010). De hecho, estos seis compuestos
mencionados son denominados, en conjunto, por algunos autores como “hipericinas totales”
(Barnes et al. 2001).

Por otro lado, se ha observado que en las flores y las hojas la concentracion de
hipericina y pseudohipericina varia en funcion del estadio evolutivo de la planta (0.03 % a 0.3 %
de peso seco), habiéndose descrito en algunas especies una concentracion hasta cuatro veces
superior de pseudohipericina que de hipericina (Avato 2005; Karioti y Bilia 2010; Saddiqe et al.
2010; Crockett y Robson 2011). Si bien se ha considerado que la hipericina siempre se
encontraba en hipéricos en floracion, esto no parece ser una constante en todas las secciones
que componen el género Hypericum, existiendo de hecho algunas de ellas que no la producen
(Hostettmann y Wolfender 2005; Crockett y Robson 2011).

Conviene sefialar que las naftodiantronas se han considerado las responsables del color
(de negro a rojizo dependiendo de la concentracion) de las glandulas que las almacenan,
habiéndose observado una correlacién estadisticamente significativa entre el numero de
glandulas negras y la cantidad de hipericina en ellas contenida (Cirak 2007a, 2007b; Crockett y
Robson 2011). No obstante, se ha descubierto que no son los Unicos compuestos implicados en
la coloracién de esas estructuras anatémicas, ya que existen otros metabolitos secundarios
(como algunos dimeros de antraquinonas identificado en Hypericum perforatum) que podrian
actuar como pigmentos (Crockett y Robson 2011).

La composicion de los aceites esenciales es muy sensible a factores de variabilidad,
como el origen botanico, el desarrollo vegetativo, las condiciones ambientales, las caracteristicas
del cultivo, el momento de recoleccién y hasta el procedimiento de obtencion (Kuklinski 2000;
Figueiredo et al. 2008; Barra 2009; Miguel 2010a, 2010b; Amorati 2013). De modo que, se ha
llegado a decir que para conseguir una composicién de aceite esencial constante en el tiempo
hay que realizar el extracto bajo las mismas condiciones, a partir del mismo 6rgano vegetal y que
la planta haya crecido en el mismo suelo, en las mismas condiciones climaticas y que se
recolecte en la misma época del afio (Bakkali et al. 2008; Guedes et al. 2012).

De hecho, las diferencias quimicas en la composicion de los aceites esenciales se han
utilizado para confirmar las distintas variedades de una misma especie. En el caso de las
especies de hipérico, los aceites esenciales han demostrado ser buenos marcadores
quimiotaxonomicos del genero (Avato 2005). Un ejemplo interesante se encuentra en la
investigacion realizada con dos variedades de Hypericum perforatum recolectado en Serbia,
donde en una de ellas se produce a- y f-himachaleno, mientras que en la otra no (Hostettmann y
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Wolfender 2005; Crockett 2010). Ademas, destacan los trabajos realizados para aclarar la
taxonomia de las especies y variedades de Hypericum del centro de Italia recurriendo al uso de
los aceites esenciales como marcadores taxonémicos (Maggi et al. 2004; Sagratini et al. 2008;
Maggi et al. 2010a, 2010b, 2010c).

No obstante, también se han detectado diferencias cualitativas y cuantitativas en la
composicion de individuos de poblaciones de diferentes localidades, sin que por ellos se
clasifiquen en taxones distintos. Se observd, por ejemplo, que plantas de la misma especie
recolectadas en la misma region geografica, aumentan el contenido en monoterpenos y
sesquiterpenos en sus aceites esenciales segin vaya aumentando la altitud de la zona de
recoleccion, y que, ademas, producen un aceite esencial mas rico en compuestos alifaticos
estando en zonas mas cercanas al nivel del mar. Asi que estas variabilidades se asocian mas a
adaptaciones al medio ambiente por parte de la planta que a verdaderas diferencias taxondmicas
entre ellas (Crockett 2010). Asimismo, en los resultados de algunos estudios se han indicado
diferencias a nivel de sintesis en tipos de terpenos segun el érgano de la planta analizado (mas
concretamente en el caso del hipérico: flores y hojas) (Crockett 2010; Saddige et al. 2010;
Guedes et al. 2012).

En la actualidad, ademas de realizar investigaciones centradas en obtener datos sobre
un metabolito secundario en concreto, ha crecido el numero de investigaciones con el objetivo de
obtener un fingerprint (*huellas dactilares”) de una especie mediante métodos cromatograficos
(como el HPLC o cromatografia de gases), es decir, una serie de compuestos que sirvan de
biomarcadores para diferenciar taxonémicamente una especie (incluyendo a los rangos
inferiores, como las subespecies, variedades o poblaciones) de las otras (Wagner et al. 2001;
Crockett et al. 2005; Nicoletti 2011; Agatonovic-Kustrin et al. 2015).

Con el fin de definir el perfil quimico del género Hypericum, se ha propuesto un conjunto
de diez metabolitos secundarios, como posible “fingerprint™ flavonoides (rutina, hiperdsido,
isoquercitrina, quercitrina y quercetina), biflavonoides (13,118-biapigenina y amentoflavona),
naftodiantronas (hipericina, pseudohipericina) y un derivado de acilfloroglucinol (hiperforina)
(Crockett et al. 2005; Crockett y Robson 2011).

Para llevar a cabo la caracterizacion de Hypericum perforatum, algunas publicaciones
oficiales, como la Farmacopea Francesa, recomiendan realizar un analisis por CCF de un
extracto metandlico que determine la presencia de hiperosido y, gracias a su fluorescencia, de
hipericina, pseudohipericina y de acido clorogénico (Bruneton 2001). A este mismo analisis, la
monografia de la OMS sobre hipéricos incluye también la deteccion del hiperésido, ademéas de

aconsejar la utilizacion del HPLC para la identificacion de hiperforina y rutina que son
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consideradas como marcadores quimiotaxondmicos para diferenciar el Hypericum perforatum de
otros Hypericum spp. (WHO 2002).

Cabe mencionar que, aunque la especie Hypericum perforatum es la especie mas
estudiada (tanto desde el punto de vista quimico como farmacoldgico) debido a su amplio uso en
terapéutica, en los Ultimos afios han aumentado las investigaciones con otras especies del
género. Si bien se ha confirmado en estas especies actividades biologicas y perfiles quimicos
semejantes a los del Hypericum perforatum, cada una de ellas (como era de esperar) presenta
sus propias peculiaridades (Decosterd et al. 1991 Oztiirk et al. 1996; Pistelli et al. 2000; Cakir et
al. 2003; Dall’Agnol et al. 2003; Do Rego et al. 2007; Radulovié et al. 2007; Savikin et al. 2007;
Bonkanka et al. 2008; Crockett et al. 2008; Perazzo et al. 2008; Wang et al. 2008; Maggi 2010a,
2010b, 2010c; Quassinti et al. 2013b; Stojanovi¢ et al. 2013; Liu et al. 2014). Dado la
considerable cantidad de trabajos relacionados con la composicion quimica de las diferentes
especies del género Hypericum encontrada al realizar esta revision bibliografica, hemos decidido
no incluirlos en este apartado, y sélo mencionar en la seccion Discusion aquellos que estén
relacionados con los resultados obtenidos en el estudio fitoquimico realizado en la presente
Tesis Doctoral.

Finalmente, es interesante destacar que, aunque se han realizado investigaciones
fitoquimicas con al menos una especie perteneciente a cada unas de las 36 secciones que
forman el género Hypericum, se estima que el 60% de los metabolitos secundarios de estas

plantas son aun desconocidos (Crockett y Robson 2011).

L1.3. Actividades farmacolégicas

La especie Hypericum perforatum ha demostrado en los Ultimos afios poseer
interesantes propiedades antidepresivas tanto en experimentacion animal como clinica, por lo
que ha recibido una atencion especial. De hecho, existen numerosos estudios clinicos realizados
con preparados comerciales de extractos de esta especie que han demostrando ser efectivos
para el tratamiento de depresiones de leves a moderadas, presentando un perfil favorable de
efectos adversos y siendo, por lo tanto, una valiosa alternativa a los tratamientos con
antidepresivos de sintesis (Bombardelli y Morazzoni 1995; Butterweck et al. 1997; Schulz et al.
1998; Brenner et al. 2000; Barnes et al. 2001; Bruneton 2001; Greeson et al. 2001; Schulz 2001;
Prado et al. 2002; Schulz 2002; Rodriguez-Landa y Contreras 2003; Linde y Kniippel 2005;
Randlav et al. 2006; Kasper et al. 2008; Gastpar 2013; Rahman 2013; Grobler et al. 2014). Tanto
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es asi, que la sumidad florida desecada de este hipérico se prescribe habitualmente en Alemania
en el tratamiento de depresiones moderadas, bajo forma de extracto estandarizado (Bruneton
2001).

Ademas de sus efectos a nivel cerebral, se han estudiado y confirmado otras acciones
bioldgicas, tales como la antimicrobiana, antioxidante, citotoxica, antitumoral, antiviral,
antimicotica y antiinflamatoria, siendo utiles en el tratamiento de numerosas afecciones, entre las
que podemos citar el tratamiento de heridas, eccemas, o los desordenes gastrointestinales y
psicologicos (Bombardelli y Morazzoni 1995; Butterweck et al. 1997; Axarlis 1998; Schulz et al.
1998; Jakovljevic et al. 2000; Barnes et al. 2001; Flausino et al. 2002; Mattace Raso et al. 2002;
Prado et al. 2002; Rodriguez-Landa y Contreras 2003; Avato 2005; Crockett et al. 2005; Linde y
Kniippel 2005; Randlgv et al. 2006; Oztiirk et al. 2007; Savikin et al. 2007; Sosa et al. 2007;
Kasper et al. 2008; Silva et al. 2008; Uchida et al. 2008; Saddige et al. 2010; Crockett y Robson
2011; Negi et al. 2013; Wolfle et al. 2014).

Debido al gran interés que ha suscitado la especie de Hypericum perforatum, se han
investigado otras muchas especies del género, habiéndose encontrado para un gran numero de
ellas acciones farmacologicas tales como: antimicrobianas, antioxidantes, cicatrizantes,
hepatoprotectoras, analgésicas, antiinflamatorias y/o antidepresivas (Prado et al. 2002; Rabanal
et al. 2002; Sanchez-Mateo et al. 2002; Cakir et al. 2003; Dall'Agnol et al. 2003; Rabanal et al.
2005; Sanchez-Mateo et al. 2005, 2006; Do Rego et al. 2007; Radulovi¢ et al. 2007; Sanchez-
Mateo et al. 2007; Bonkanka et al. 2008; Crockett et al. 2008; Perazzo et al. 2008; Wang et al.
2008; Sanchez-Mateo et al. 2009).

Con respecto a los posibles metabolitos secundarios responsables de las actividades
farmacoldgicas encontradas en las especies del género Hypericum, la atencion de los
investigadores se centrd, en un principio, en las naftodiantronas hipericina y pseudohipericina,
que fueron consideradas durante mucho tiempo los principios activos mas importantes y casi
unicos del hipérico. No obstante, se ha confirmado que otros metabolitos secundarios
contribuyen también a las actividades farmacoldgicas mostradas por estas especies, tales como
flavonoides, derivados del floroglucinol (especialmente la hiperforina) y xantonas. Todos ellos, en
conjunto, son los principios activos responsables de acciones farmacolégicas como la
antidepresiva, la antimicrobiana, antioxidante, citotoxica, antitumoral, antiviral y antiinflamatoria,
espasmolitica, cicatrizante, entre otras (Butterweck et al. 2000; Barnes et al. 2001; Butterweck et
al. 2003; Avato 2005; Hostettmann y Wolfender 2005; Beerhues 2006; Medina et al. 2006;
Saddige et al. 2010; Negi et al. 2013; Akhtar et al. 2014; Wolfle et al. 2014).
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I1.1. Clasificacion taxonémica, descripcion botanica y usos populares

De las 26 especies del género Hypericum que se encuentran en Espafia, en las Islas
Canarias crecen 8 de ellas: Hypericum canariense L., Hypericum coadunatum C. Sm. ex Link,
Hypericum glandulosum Aiton, Hypericum grandifolium Choisy (citado en algunas obras como
Hypericum inodorum Miller [Kunkel 1991]), Hypericum humifusum L., Hypericum perfoliatum L.,
Hypericum perforatum L., Hypericum reflexum L. f. Todas son nativas, siendo dos de ellas
ademas endémicas (Hypericum coadunatum e Hypericum reflexum) (Arechavaleta et al. 2010).

Centrando nuestra atencion en las especies objeto de estudio en esta Tesis Doctoral, se
sabe que el Hypericum canariense se localiza en todas las islas excepto en las mas Orientales
(Lanzarote y Fuerteventura), ademas de haberse naturalizado en otros sitios, como Hawai,
California y la parte occidental de Australia. Asimismo, ejemplares de Hypericum grandifolium se
han descrito en todas las Islas, mientras que el Hypericum reflexum solo se encuentra en La
Gomera, Tenerife y Gran Canaria (Robson 1996; Dlugosch 2008a, 2008b; Arechavaleta et al.
2010; Nurk y Crockett 2011; Frey et al. 2015). Cada uno de ellos se cataloga en una seccion
diferente: Webbia de la cual el Hypericum canariense es el unico representante, Androsaemum
para el Hypericum grandifolium y Adenosepalum, subseccién Adenosepalum, para el Hypericum
reflexum (Robson 1996; Crockett y Robson 2011; Nurk y Crockett 2011; Pilepi¢ 2011; Nurk
et al. 2013).

Debemos sefialar que algunos autores han descrito la existencia de variedades para dos
de las especies en estudio, el Hypericum canariense y el Hypericum reflexum. Con respecto al
primero (Hypericum canariense), algunos analisis genéticos recientes, llevados a cabo con
plantas recolectadas en varios lugares de las islas donde crece, indican la existencia de dos
variedades: canariense en La Gomera, El Hierro y Tenerife, y floribundum en Gran Canaria y La
Palma (Kunkel 1991; Robson 1996; Dlugosch y Parker 2007; Dlugosch 2008a, 2008b; Nirk et al.
2013). Por el contrario, otros estudios no han podido establecer diferencias algunas entre los
individuos de la especie (Bramwell 2014). De momento, hasta que no se arroje luz sobre el tema
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con estudios definitivos, para la realizacion de la revisidn bibliografica hemos decidido indicar la
procedencia geografica del hipérico citado.

Con respecto al segundo (Hypericum reflexum), se han descrito algunas variedades
especialmente en las islas centrales del Archipiélago, aunque no confirmadas de manera
concluyente hasta la fecha (Kunkel 1991; Bramwell 2014). En el catalogo oficial de especies
silvestres de Canarias, se recogen los nombres de tres posibles variedades: leiocladum,
lanuginosum y reflexum (Arechavaleta et al. 2010). En la investigacion monogréafica de Robson
sobre los hipéricos, en lugar de una variedad reflexum, se indica otra, la myrtillifolium (citada
como myrtifolium en la web del Cabildo de Gran Canaria) y se mantienen las otras dos ya
nombradas, leiocladum y lanuginosum. Segun la clasificacién que se propone en la web del
Cabildo de Gran Canaria para el Jardin Boténico “Viera y Clavijo®, la variedad myrtillifolium se
nombraria myrtifolium, se mantendria la denominacion de leiocladum y se propondria la
lanuginosum como sinénimo de la variedad reflexum. Ejemplares de la variedad leiocladum (que
difieren de todas las demas por tener las ramas glabras) se habrian descrito en Gran Canaria,
mientras que algunos ejemplares de las variedades lanuginosum (= reflexum) y myrtillifolium en
Tenerife y Gran Canaria. La diferencia morfologica entre estas Ultimas dos variedades consiste
en que la segunda presenta hojas ovaladas a ovalado eliptico, mientras que la primera tiene
hojas eliptico-lanceoladas (Robson 1996; JBVC 2013).

Por lo que respecta a la presencia de las glandulas tipicas de los hipéricos, cada una de
las especies investigadas tiene su peculiaridad. Asi, en las hojas de Hypericum canariense, tanto
de plantas cultivadas in vitro como recolectadas in situ (Tenerife y Gran Canaria), se identificaron
unas glandulas secretoras de color rojo oscuro contenidas en el parénquima de las mismas
(Mederos-Molina 2002). Sin embargo, este dato se puso en duda por otros investigadores que no
encontraron glandulas oscuras en las hojas de especies recolectadas en Portugal, pero si
describieron la presencia de glandulas transltcidas (identificindose en su interior acidos grasos,
aceites esenciales y alcaloides) (Costa 2010; Nurk y Crockett 2011). En las hojas del Hypericum
grandifolium recolectadas en Portugal, se describié mediante el uso de técnicas de microscopia
la presencia de glandulas translucidas, declarando ausentes las glandulas negras (Costa 2010).
Solo en el Hypericum reflexum se ha descrito con seguridad la presencia de glandulas oscuras
en los margenes de las hojas, siendo, ademas, una caracteristica comun de muchas especies de
la seccion Adenosepalum a la que pertenece (Crockett y Robson 2011).

En las Islas Canarias, las sumidades floridas, hojas y frutos de diferentes especies del
género Hypericum han sido utilizadas en la medicina popular en forma de infusion, cataplasma o

cocidas para el tratamiento de heridas externas, asi como sedantes, diuréticos, vermifugos,
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antihistéricos y antidepresivo (Darias et al. 1986, 1989; Pérez de Paz y Herndndez Padrén 1999).
Con respecto a los hipéricos seleccionados en la presente Tesis Doctoral, a la especie
Hypericum canariense, que se le conoce con el nombre de “granadillo”, “grenadillo” o “flor de
cruz’, se le atribuyen las siguientes propiedades: vulneraria, diurética, vermifuga, antihistérica y
forrajera. Asimismo, del Hypericum grandifolium (nombrada “malfurada”, “flor de cruz”, “hierba de
San Juan” o ‘“corazoncillo”) se dice que es cicatrizante, antihistérica, sedante,
hipocolesterolemiante, pectoral y, finalmente, el Hypericum reflexum, al que se le asigna el
nombre vulgar de “cruzadilla” o “hierba cruz’, se considera vulnerario, antibacteriano, antipirético,
ansiolitico y util para combatir las hemorragias internas. Ademas, se recoge en las fuentes
bibliograficas que el Hypericum canariense y el Hypericum reflexum han sido usados como
especies tintéreas, sirviendo, el primero para la produccion del color amarillo y beige, mientras
que no hemos encontrado una cita para un color en concreto en el caso del segundo. Los tres
hipéricos se han empleado en forma de infusién y zumo, asi como en forma de cataplasma
(Hypericum canariense, Hypericum grandifolium) y de liparolito (Hypericum reflexum) (Darias et

al. 1986, 1989, Pérez de Paz y Hernandez Padrén 1999; Bramwell y Bramwell 2001).

I1.2. Composicion quimica

Con respecto a la composicién quimica de estas especies, estudios preliminares
llevados a cabo por nuestro grupo confirmd la existencia de antraquinonas, flavonoides y taninos
en Hypericum canariense, Hypericum glandulosum, Hypericum grandifolium e Hypericum
reflexum. Asimismo, dieron positivas las reacciones de identificacion de saponinas para todos
ellos, menos para Hypericum canariense (Sanchez-Mateo et al. 2006a, 2006b, 2006c).

Es necesario sefialar que existen datos contradictorios sobre la presencia de hipericina y
otras naftodiantronas en los hipéricos canarios seleccionados. Probablemente, tales diferencias,
se deben a que en algunos casos las plantas utilizadas fueron recogidas directamente en el
archipiélago Canario en su habitat natural, mientras que en otros se recurrié a cultivos de las
mismas, realizados en laboratorio 0 en jardines en condiciones geograficas y ambientales
diferentes a las del lugar de origen. Esto hace que pueda haber variabilidad en la produccién de
algunos metabolitos secundarios por parte de la planta (Bruneton 2001).

Asi, se ha descrito la presencia de hipericina en un extracto obtenido con diclorometano
de ejemplares de Hypericum canariense cultivados in vitro, procedentes de plantas previamente

recolectadas en Tenerife y Gran Canaria (Mederos-Molina 2002). En otro estudio, se detect6 en
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plantas de Hypericum canariense cultivadas in vitro, ademas de hipericina, otras dos
naftodiantronas: pseudohipericina y protohipericina (Klejdus 2013). No obstante, estos datos hay
que tomarlos con cautela, ya que no se ha podido confirmar la presencia de glandulas oscuras
en esta especie, la estructura que en mayor medida almacena, y probablemente sintetiza, las
naftodiantronas (Akhtar et al. 2014) y, ademas, parece ser que los hipéricos cultivados no
sintetizan hipericina (Crockett y Robson 2011; Nurk y Crockett 2011). Otro factor a tener en
cuenta es la posible existencia de dos variedades dentro de la especie Hypericum canariense
sugerida por algunos autores (Kunkel 1991; Robson 1996; Dlugosch y Parker 2007; Dlugosch
2008a, 2008b; Nurk et al. 2013).

Con respecto a la especie Hypericum reflexum, los estudios fitoquimicos preliminares
realizados por nuestro equipo de investigacion no identificaron la hipericina en un extracto
metandlico de esta especie recogida en Tenerife (Sdnchez-Mateo et al. 2006a, 2006b, 2006c).
Sin embargo, otros autores si detectaron hipericina y pseudohipericina en las gldndulas oscuras
de hojas y flores de especies de Hypericum reflexum procedentes de cultivos y por medio de una
técnica denominada LDI-MSI| (matrix-free laser desorption/ionization mass spectrometric
imaging) (Holscher 2009, Fang y Schneider 2014). La presencia de naftodiantronas en
Hypericum reflexum estaria en concordancia con los datos obtenidos con otras especies de la
misma seccion (Adenosepalum), que tienen como caracteristica intrinseca la produccion de
naftodiantronas (Kitanov 2001; Crockett y Robson 2011; Nirk y Crockett 2011). Conviene
mencionar aqui, que se han propuesto muchos métodos para la extraccion y aislamiento de las
naftodiantronas y que, en general, se considera que el Soxhlet da mejores resultados que la
maceracion (Karioti y Bilia 2010), lo cual podria explicar en parte los resultados contradictorios
encontrados en los estudios preliminares realizados con el Hypericum reflexum canario. Ademas,
hay que tener en cuenta que estos estudios realizados por Holscher (2009) y Fang y Schneider
(2014) se han llevado a cabo con plantas cultivadas, lo cual puede producir variacion en la
produccion de algunos metabolitos secundarios por parte de la planta (Bruneton 2001). También
puede causar variaciones el ciclo biologico de la planta (Toker 2009).

Finalmente, en el Hypericum grandifolium no se ha detectd ninguna naftodiantrona
(hipericina, pseudohipericina, protohipericina y protopseudohipericina) (Crockett et al. 2005;
Bonkanka et al. 2008; Bonkanka et al. 2011), coincidiendo estos resultados con otros
investigadores que no han hallado hipericina ni pseudohipericina en las especies pertenecientes
a la seccion Androsaemum (Kitanov 2001; Crockett y Robson 2011; Nurk y Crockett 2011).

Con respecto a los derivados prenilados del floroglucinol, en el extracto metandlico de la
especie Hypericum grandifolium (recolectado en Tenerife) se detectd la presencia de una
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pequefia cantidad de hiperforina (< 0.1 mg/g de planta seca), lo cual esta en consonancia con los
datos obtenidos con otras especies pertenecientes a la seccion Androsaemum, que han
demostrado ser productoras de acilfloroglucinoles (Bonkanka et al. 2008; Nirk y Crockett 2011).
En el caso de la especie Hypericum canariense sélo se ha detectado hiperforina en plantas
cultivadas in vitro, mientras que para el Hypericum reflexum no hay datos disponibles, aunque se
sabe que las especies pertenecientes a la seccion Adenosepalum son productoras de derivados
del floroglucinol (Kitanov 2001; Crockett y Robson 2011; Klejdus 2013).

Por otra parte, todas las especies de hipéricos canarios investigados hasta la fecha
poseen flavonoides. En el extracto metandlico de Hypericum grandifolium recolectado en
Tenerife mediante HPLC se encontraron algunos flavonoides (hiperdsido, quercetina y
quercitrina) mientras que no se detectaron rutina ni 13,118-biapigenina. La isoquercitrina se ha
aislado, de momento, solo en plantas cultivadas de esta especie (Zapesochnaya et al. 1967;
Crockett et al. 2005; Bonkanka et al. 2008; Bonkanka et al. 2011; Crockett y Robson 2011). Por
lo que se refiere a la especie Hypericum canariense, ademas de la presencia de flavonoides en
plantas recolectadas en Tenerife (Sanchez-Mateo et al. 2006a), se han encontrado asimismo en
plantas recolectadas en la Palma, donde se detectaron quercetina, hiperésido y 13,118-
biapigenina (Cardona et al. 1989), asi como derivados de la quercetina (Diaz 2010). Igualmente,
se han identificado diferentes flavonoides en plantas cultivadas de esta especie, como
quercetina, hiperésido, quercitrina, 13-118-biapigenina, astragalina, rutina, luteolina-7-O-glucdsido,
apigenina-7-O-glucésido, eriodictiol-chalcona y kaenferol (Costa 2010; Diaz 2010; Crockett y
Robson 2011; Nirk y Crockett 2011; Klejdus 2013). De la especie Hypericum reflexum
solamente se ha encontrado un estudio fitoquimico preliminar donde se detecté la presencia
flavonoides (Sanchez-Mateo et al. 2006a, 2006b, 2006¢), aunque es conocido que las especies
de la seccion Adenosepalum (a la cual pertenece) son productora de flavonoides como la
quercetina, rutina, hiperosido, quercitrina e isoquercitrina (Kitanov 2001; Crockett y Robson 2011;
Nurk y Crockett 2011).

Por otro lado, existen pocos estudios sobre la composicion quimica de los aceites
esenciales de las especies de hipérico canarios. Con respecto a Hypericum canariense, s6lo
hemos encontrado informacion sobre plantas de cultivo en donde los autores realizaban una
clasificacion de Hypericum spp. en dos grandes grupos segun el contenido relativo de limoneno:
un primer grupo con un elevado contenido en el citado monoterpeno (> 10%) y, en el cual se
incluyé al Hypericum canariense, y un segundo grupo con un contenido inferior (< 5%) (Mathis y
Ourisson 1964; Avato 2005; Bertoli et al. 2011). Por otro lado, en las hojas y flores de plantas

cultivadas de Hypericum grandifolium (citado como Hypericum inodorum) se encontrd trazas de
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aceite esencial (Lotocka y Osinska 2010). Cabe recordar que todas las especies pertenecientes
a la seccién Androsaemum investigadas hasta la fecha han demostrado producir en su fraccion
volatil elevadas cantidades de hidrocarburos de cadena larga (como el nonano), monoterpenos
como a-pineno y B-pineno, limoneno, terpinoleno ademas de sesquiterpenos como (E)-
cariofileno, dxido de cariofileno e ishwarane (Nirk y Crockett 2011).

Sobre la composicion del aceite esencial de Hypericum reflexum no hay datos. Hasta la
fecha solo se ha descrito la composicion de los aceites esenciales de otras especies
pertenecientes a la misma seccién (Adenosepalum), siendo los compuestos mayoritarios
mentona, n-octano, oxido de cariofileno, (E)-cariofileno, n-undecano, isocariofileno, y-cadineno y
2,4-diisopropenil-1-metil-1-vinil-ciclohexano (Nurk y Crockett 2011).

Ademas de los compuestos mencionados anteriormente, también se aislaron xantonas
de Hypericum canariense (Cardona et al. 1985; Cardona 1986; Bennett 1989; Diaz 2010),
Hypericum grandifolium (Cardona et al. 1992) e Hypericum reflexum (Cardona 1990), y una serie
de acidos y derivados aldehidicos (Klejdus 2013). Asimismo, se aislaron dos diterpenos del
grupo de los abietanos (Cardona 1993) y un bifenilo de Hypericum reflexum (Cardona 1990), asi
como compuestos poliprenilados derivados del benzoilfloroglucinol 'y unos derivados

benzofenénicos de Hypericum grandifolium (Bonkanka et al. 2008).

I1.3. Actividades farmacolégicas

En anteriores estudios realizados por el grupo de investigacion del que formo parte se ha
puesto de manifiesto las propiedades antibacterianas, analgésicas, antiinflamatorias y
antidepresivas de diferentes extractos y fracciones obtenidos de las sumidades floridas de cuatro
hipéricos de las Islas Canarias, Hypericum canariense, Hypericum glandulosum, Hypericum
grandifolium e Hypericum reflexum (Herrera et al. 1996; Prado et al. 2002; Rabanal et al. 2002;
Sanchez-Mateo et al. 2002, 2005; Rabanal et al. 2005; Sanchez-Mateo et al. 2006a, 2006b,
2006c¢, 2007; Bonkanka et al. 2008; Sanchez-Mateo et al. 2009; Sanchez-Mateo et al. 2015 in
press).

Con respecto a la actividad antimicrobiana, se investigo el efecto de varios extractos de
de las sumidades floridas de cuatro especies de Hypericum de la flora canaria frente a diferentes
bacterias y hongos mediante el método de difusién en agar y el de microdilucidén. Se encontrd
que el extracto metandlico y la fraccién cloroférmica de la especie Hypericum canariense, asi

como los extractos metabdlicos y las fracciones butandlicas y cloroférmicas de Hypericum
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glandulosum, Hypericum grandifolium e Hypericum reflexum presentaron una buena actividad
antibacteriana, especialmente frente a las bacterias Gram positivas (como Bacillus cereus var.
mycoides, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis), con
valores de CIM comprendidos entre 30 ug/mly 0.78 mg/ml, siendo la fraccién cloroférmica, en
general, la mas activa (Herrera et al. 1996; Rabanal et al. 2002; Sanchez-Mateo et al. 2006a).
Ademas, Hypericum canariense, Hypericum glandulosum e Hypericum grandifolium mostraron
actividad frente a la bacteria Gram negativa Bordetella bronchiseptica (Rabanal et al. 2002),
mientras que Hypericum reflexum fue activo frente a la bacteria Gram negativa Klesbsiella
pneumoniae (Herrera et al. 1996). Por el contrario, ninguno de los extractos ensayados mostré
actividad antifingica (Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Candida cruzei, Candida
parasiplosis) (Herrera et al. 1996; Rabanal et al. 2002; Sdnchez-Mateo et al. 2006a). Aunque no
se identificaron las moléculas responsables de la actividad antibacteriana, se sugiere que los
flavonoides y taninos presentes en los cuatro hipéricos pueden jugar un papel importante dado
que han mostrado en trabajos anteriores dicha actividad (Bombardelli y Mozarroni 1995, Rocha
et al. 1995; Cowan 1999). En resumen los cuatro hipéricos canarios investigados mostraron una
buena actividad antimicrobiana, especialmente frente a bacterias Gram positivas, lo que
justificaria el uso de estas especies en la medicina tradicional canaria para el tratamiento de
enfermedades de la piel como heridas infectadas y accesos.

Continuando con la evaluacion farmacolégica de estas especies, se sometieron los
diferentes extractos de los cuatro hipéricos canarios mencionados anteriormente a una bateria
de pruebas generales en roedores para evidenciar sus efectos sobre el sistema nervioso central
(efecto sobre la actividad motora, temperatura corporal o suefio inducido por barbituricos, entre
otras), asi como pruebas mas especificas para determinar su actividad antidepresiva (test de la
tetrabenacina, test de Porsolt). Se encontrd que, en general, todos los extractos ensayados
(infusiones, extractos metabdlicos, extractos cloroférmicos, extractos butandlicos) ejercieron en
mayor 0 menor medida efectos antidepresivos en el test de Porsolt (prueba conductual clasica:
depresion por desesperacion comportamental), no debiéndose este efecto a propiedades
estimulantes centrales ya que a las dosis activas en esta prueba no modificaron o disminuyeron
la actividad motora de los animales de experimentacion (Prado et al. 2002; Sanchez-Mateo et al.
2002, 2005, 2007, 2009). Asimismo, las infusiones y los extractos metandlicos de todos los
hipéricos estudiados, asi como la fraccion cloroférmica de Hypericum glandulosum, Hypericum
grandifolium e Hypericum reflexum mostraron efectos significativos en el test de la tetrabenacina,
antagonizando la ptosis y/o la depresion motora inducida por este farmaco, lo que suele

evidenciar una cierta actividad adrenérgica o serotoninérgica. Ademas, los extractos metandlicos
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de Hypericum glandulosum e Hypericum grandifolium, asi como la fraccién butandlica de
Hypericum grandifolium e Hypericum reflexum potenciaron las sacudidas de cabeza inducidas
por L-5-hidroxitriptéfano, indicando que pueden ser inhibidores de la 5-hidroxitriptamina. Por otro
lado, estos extractos mostraron nulos efectos miorrelajantes en el test de la traccidn y, con
excepcion de la infusion de Hypericum canariense, la fraccién cloroformica de Hypericum
grandifolium, asi como el extracto metandlico y la fraccion cloroformica de Hypericum reflexum,
no modificaron de forma significativa la temperatura corporal de los animales de experimentacion
ni el tiempo de suefio inducido por pentobarbital sédico (Prado et al. 2002; Sanchez-Mateo et al.
2002, 2005, 2007, 2009).

Con respecto a los principios activos responsables de la actividad antidepresiva
observada en estas especies, se ha sugerido que los flavonoides presentes en ellas pueden ser
los responsables, al menos en parte, de la actividad encontrada, ya que estos compuestos han
mostrado dicha actividad en trabajos de investigacion llevados a cabo con la especie Hypericum
perforatum (Butterweck et al. 2000; Noldner and Schétz 2002; Butterweck et al. 2003). No
obstante, dado que tanto la fraccién cloroférmica como la butandlica han presentado actividad en
estas pruebas deben existir diversos compuestos de distinta naturaleza responsables de estos
efectos que actian de una manera sinérgica, como se ha observado con otras plantas
medicinales como el Hypericum perforatum (Chatterjee et al. 1988; Butterweck et al. 2000,
Barnes et al. 2001; Noldner y Schétz 2002; Butterweck et al. 2003; Rodriguez-Landa y Contreras
2003). Por tanto, las especies de hipérico canarios estudiados mostraron actividad antidepresiva
en ratones, lo que confirma el uso de esta planta en la medicina tradicional canaria frente a
diferentes afecciones del sistema nervioso central.

Por otro lado, se evalud la potencial actividad analgésica de estas especies utilizando
diferentes modelos experimentales de nocicepcion, basados en estimulos quimicos (test del
acido acético y/o de la formalina) y en estimulos térmicos (test del tail-flick). Se encontr6 que la
mayoria de los extractos de Hypericum glandulosum asi como los extractos metabolicos y las
fracciones cloroférmicas de Hypericum grandifolium e Hypericum reflexum presentaron actividad
analgésica tanto a nivel periférico como central, ya que a las dosis ensayadas mostraron una
actividad antinociceptiva no sélo en el test del acido acético, sino también en las dos fases del
test de la formalina y/o en el test del tail-flick. Por el contrario, los extractos de Hypericum
canariense ensayados mostraron actividad analgésica significativa sélo en el test del acido
aceético, lo que sugiere que el efecto analgésico esta mediado principalmente por un mecanismo
periférico (Rabanal et al. 2005; Sanchez-Mateo et al. 2006; Bonkanka et al. 2011).
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Finalmente, se llevé a cabo el estudio de la actividad antiinflamatoria por via tdpica de
los diferentes extractos de los cuatro hipéricos en estudio mediante la inhibicion del edema
inducido en ratones por el tetradecanoil-forbol-acetato (TPA), asi como la actividad
antiinflamatoria via oral en ratones de los extractos del Hypericum grandifolium mediante la
inhibicion del edema inducido por carragenina. Todos los extractos ensayados presentaron una
actividad antiinflamatoria significativa por via topica, presentando algunos extractos valores
proximos a los mostrados por la dexametasona (antiinflamatorio de referencia) (Rabanal et al.
2005; Sanchez-Mateo et al. 2006; Bonkanka et al. 2008). Este efecto antiinflamatorio fue
corroborado por via oral en el modelo de edema plantar por carragenina en ratdn para la especie
Hypericum grandifolium, si bien la actividad antiinflamatoria encontrada fue menor, lo cual podria
explicarse por el diferente mecanismo de accidn de produccion del edema o por el hecho de que
la administracion topica es una via mas efectiva ya que con ella se pueden conseguir
concentraciones mayores del producto en el lugar de la inflamacion (Bonkanka et al. 2008).

Con respecto a los principios activos, tanto en los estudios de la actividad analgésica
como antiinflamatoria se sugiere que los flavonoides presentes en estas especies son
responsables de una parte de los efectos observados dado que muchos de ellos han mostrado
estas acciones en estudios anteriores (Calixto et al. 2000; Guardia et al. 2001; Calixto et al.
2003, Morikawa et al. 2003; Rotelli et al. 2003; Calixto et al. 2004; Gadotti et al. 2005; Martinez et
al. 2009).
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III. ACTIVIDAD BIOLOGICA

I11.1. Capacidad antioxidante

I11.1.1. Introduccién

La pérdida gradual de las funciones fisiolégicas desde el inicio de la edad adulta se ha
asociado al proceso continuo de produccién mitocondrial de radicales libres y al desarrollo de
una condicion de estrés oxidativo. La ingesta de fruta y verdura con la alimentacién se asocia a
un riesgo menor de padecer afecciones relacionadas con el estrés oxidativo, como pueden ser
las enfermedades coronarias y neurodegenerativas, algunos tipos de cancer y el envejecimiento.
De hecho, los conocimientos actuales han llevado a relacionar los agentes oxidantes con la
aparicion de esas enfermedades y con muchas mas. Por definicidn, los antioxidantes son
compuestos capaces de reducir o retardar el comienzo de la oxidacion de un sustrato incluso
cuando son usados en cantidades muy pequefias (< 1 %, usualmente 1-1000 mg/l) (Vlietinck y
Apers 2000; Miguel 2010b; Raut y Karuppayil 2014; Kale et al. 2015).

Los radicales libres son atomos altamente reactivos e inestables debido a que presentan
un electrén desapareado en su configuracion electrdnica, razon por la cual atacan a dtomos de
otras moléculas para alcanzar la estabilidad en su orbital. Los radicales libres son el resultado de
diferentes actividades: algunas son intrinsecas en los seres vivos (como la respiracion celular),
mientras que otras dependen de factores externos que podrian exacerbar el proceso de
produccion de esos atomos muy reactivos (como la contaminacién ambiental, el tabaquismo, una
dieta rica en grasas y la exposicion excesiva a radiaciones solares). A nivel celular, los ataques
mas frecuentes de los radicales libres van dirigidos especialmente a los lipidos de membrana,
pero también a los acidos nucléicos del ADN y a las proteinas (Bruneton 2004; Baser 2010).

En los sistemas bioldgicos, las agresiones de los radicales libres van dirigidas a los
componentes de los tejidos animales o vegetales. Esta reaccion se inicia por una especie
radicalaria que es capaz de interaccionar con un sustrato RH para llevar a la formacion de un
radical alquilo R+ (fase conocida como iniciacién); a continuacion, el proceso se desarrolla a
través de una secuencia de reacciones en las cuales el Re interactua con el oxigeno presente en

el medio para formar el radical peréxido ROO- , el cual a su vez ataca a otra molécula del
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sustrato para dar el hidroperoxido ROOH maés otro radical Re (fase de propagacion); esta ultima
fase se repite de forma ciclica hasta que dos radicales se unen para terminar generando un
compuesto no radicalario (terminacion de la cadena) (Amorati et al. 2013).

Los compuestos capaces de inactivar una reaccion radicalaria se catalogan en dos
grandes grupos. Por un lado, estan los que se conocen como antioxidantes “directos” que se
dividen, a su vez, en dos grandes categorias dependiendo de su mecanismo de accion. La
primera engloba a los que se conocen como antioxidantes preventivos, los cuales interfieren con
la fase de iniciacion retardando la formacién de las especies radicalarias (a este grupo
pertenecen, por ejemplo, la enzima catalasa y los quelantes de metales como el &cido fitico). A la
segunda categoria pertenecen los antioxidantes que se encargan de reducir la velocidad o
incluso bloquear la fase de propagacién reaccionando mas rapidamente que el radical ROO- con
el sustrato oxidable. Dado que los antioxidantes preventivos son del todo inutiles una vez iniciada
la reaccion, los del segundo grupo son sin duda los antioxidante mas importantes dentro del
grupo de los “directos” (Miguel 2010b; Amorati et al. 2013). Por otro lado, estan los antioxidantes
“indirectos” son compuestos capaces de aumentar las defensas intrinsecas de los sistemas
vivientes, por ejemplo, haciendo que aumente la expresion de las enzimas antioxidantes propias
de las células (Amorati et al. 2013).

Otra manera de clasificar los antioxidantes, mirandolos desde el punto de las células, es
la que los divide segun sea un sistema defensivo de tipo enzimatico (p. ej.: superoxido dismutasa
[SOD], catalasa y glutatién peroxidasa) o no enzimatico. A este ultimo grupo pertenecen los
antioxidantes “scavengers” (Bruneton 2004; Baser 2010), los cuales se componen por los
antioxidantes sintéticos, como el derivado hidrosoluble de la vitamina E (Trolox), y por los
naturales, como la vitamina C, el B-caroteno, el licopeno y los compuestos fendlicos. En los
ultimos afios varios estudios han puesto en evidencia que los antioxidantes sintéticos podrian
estar relacionados con la aparicion de diferentes enfermedades, motivo por el cual se esta
experimentando un aumento en las investigaciones que ven implicados a los antioxidantes de
origen natural, no sélo para una mejor comprension de sus mecanismos de accion sino para la
busqueda de nuevos compuestos a partir de material vegetal (Hassig et al. 1999; Cimpoiu 2006;
Baser 2010; Amorati et al. 2013; Raut y Karuppayil 2014).

Bajo el punto de vista tedrico, el mejor ensayo para evaluar la actividad antioxidante de
un compuesto 0 una mezcla, seria el que reprodujera las mismas condiciones que se encuentran
en un sistema real, cosa que seria inviable (uno de los motivos es la imposibilidad de describir
durante semanas o incluso meses el proceso oxidativo realizado a temperatura ambiente sobre

un sustrato bioldgico). Por consiguiente, se han desarrollado a lo largo de los afios muchos
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ensayos que simulan las condiciones reales, simplificandolas y a la vez haciéndolas transcurrir a
velocidades mayores que las que actuarian en una oxidacion espontanea (Amorati et al. 2013).

Los ensayos antioxidantes en alimentos y sistemas biologicos se pueden dividir en dos
tipologias: los que evaluan la peroxidacién lipidica y los que miden la capacidad atrapadora de
los radicales libres. Este segundo grupo, a su vez, se compone de las reacciones basadas en la
transferencia, o bien de un hidrégeno, o bien de un electron (Miguel 2010b). Esto se lleva a cabo
a través de sustancias oxidantes (radicales o cationes coloreados persistentes en el tiempo) que
son reducidas por los antioxidantes. Todos esos fests, son considerados como métodos utiles
para ensayar de forma preliminar la actividad antioxidante de una sustancia o extracto (Amorati
et al. 2013).

I11.1.2. Compuestos fendlicos como antioxidantes

Los compuestos fendlicos de origen natural juegan un papel fundamental en los
mecanismos antioxidantes de los sistemas biologicos, actuando como “scavengers” reaccionan
con los radicales, actuando como inhibidores de la propagacion de las especies radicalarias e
impidiendo asi las degradaciones debidas a su intensa reactividad (Olthof et al. 2003; Niggeweg
et al. 2004; Cimpoiu 2006; Miguel 2010b). Actuarian por medio de mecanismos tan dispares
como la formacién de complejos con iones metalicos (este mecanismo es propio de los fenoles
con dos grupos hidroxilos adyacentes) o como la reaccidn directa con especies radicalarias. En
este Ultimo caso, la reactividad de los fenoles se explica fundamentalmente por su estructura: el
nucleo aromatico permite la deslocalizacion del electrdn ganado en la reaccion en la cual
actuarian como antioxidantes, por medio de la formaciéon de un fenoxi radical (Dudonné et al.
2009; Miguel 2010b). Se ha observado que, en lineas generales, la actividad antioxidante crece
al aumentar el nimero de grupos hidroxilos de las moléculas y disminuye con su glicosilacion
(Fukumoto y Mazza 2000), hasta llegar al punto en que algunos fenoles han demostrado ser

mejores antioxidantes que los tocoferoles (Miguel 2010b).

I11.1.2.1. Acido clorogénico

Los acidos fendlicos derivados del acido cindmico son fuentes importantes de
antioxidantes en las plantas, gracias también a su ubiquidad dentro del reino vegetal. Un ejemplo
de ellos es el acido clorogénico, que en algunos experimentos llevados a cabo in vitro e in vivo
demostrd una notable capacidad antioxidante (Chen y Ho 1997; Sato et al. 2011; Razzaghi-Asl et
al. 2013). Asi, por ejemplo, inhibié la peroxidacion lipidica inducida por hierro en microsomas de
higado de bovino, demostrando por ello su eficacia a la hora de realizar una accion protectora
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frente a enfermedades en las cuales estén implicadas las ROS (Especies Reactivas del
Oxigeno) (Kono et al. 1998).

Finalmente, demostrd ser mas activo que muchos otros fenoles y parece que la cinética
de la reaccién, a diferencia de otros antioxidantes, pasa por la rotura de su molécula en
fragmentos mas pequefios y estables sin que finalmente haya produccion de ulteriores radicales

libres, dando fin asi a la fase de propagacion de la reaccién misma (Kono et al. 1998).

I11.1.2.2.Flavonoides

En la actualidad se considera que estos metabolitos secundarios son capaces de captar
radicales libres en diversas situaciones patologicas, como en el caso de anoxia e inflamacion
(que son procesos que implican, entre otras cosas, la formacidn del radical superéxido +Oy ), asi
como en el caso de la autooxidacion lipidica (Bruneton 2004). Numerosas evidencias sugieren
que los flavonoides ejercerian una accion protectora del ADN (especialmente quercetina,
quercitrina y rutina) al inhibir los efectos oxidativos provocados por las ROS sobre el acido
nucleico (Fukumoto y Mazza 2000; Pérez Trueba 2003).

Las investigaciones realizadas hasta el momento han demostrado que los flavonoides
ejercen su accion antioxidante mediante la combinacién de cuatro mecanismos de accion. El
primer mecanismo identifica a los flavonoides como secuestradores de radicales libres, dando
asi como resultado una especie radicalaria mas estable y por ende menos reactiva. Por ejemplo,
los flavonoides rutina y quercetina mostraron ser capaces de secuestrar eficazmente el radical
superéxido *Oy (Pérez Trueba 2003). El segundo habla de sus propiedades quelatantes de
metales de transicion, como el hierro. Asi se explicarian, por ejemplo, los efectos inhibidores de
la peroxidacion lipidica iniciada por iones metalico observados con la quercetina (Gioti et al.
2009). El tercero demuestra la inhibicion que ejercen los flavonoides sobre diversas enzimas,
como las oxidasas (lipoxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa, NADPH oxidasa y xantina
oxidasa), la fosfolipasa A. (involucrada en los procesos oxidativos) o la oxido nitrico sintasa
(implicada en el proceso patolégico de la isquemia). De hecho, existen evidencias de que la
quercetina y la rutina inhiben la NADPH oxidasa de los microsomas hepaticos. Por ultimo, un
cuarto mecanismo, opuesto al anterior, pone en evidencia que los flavonoides estimulan algunas
enzimas con marcadas propiedades antioxidantes, como la catalasa y la superdxido dismutasa.
Se corroboro, por ejemplo, en un estudio que los flavonoles (grupo de flavonoides al cual
pertenece la quercetina) inducen las funciones de la enzimas hepatica uridin-5-difosfato
glucuroniltransferasa (UDP-GT) (Bohm et al. 1998; Bravo 1998; Fukumoto y Mazza 2000; Russo
et al. 2000; Nijveldt et al. 2001; Pérez Trueba 2003; Chahar et al. 2011).
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Se ha demostrado que la capacidad antioxidante de un flavonoide depende de su
estructura (Bruneton 2004). La mayoria de los resultados coinciden en que los flavonoides con
sustituyentes hidroxilicos en posicion 3'y 4' en el anillo B son antioxidantes mas eficaces y que
este efecto es potenciado por la presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3, de un
grupo OH libre en la posicién 3 y de un grupo carbonilo en la posicion 4, como es el caso
concreto de la quercetina (Pérez Trueba 2003; Miguel 2010b). Al mismo tiempo, se ha
descubierto que los aglicones son mas activos que los heterésidos en cuanto a la inhibicion de
dafios peroxidativos generados a los lipidos de membranas celulares (Pérez Trueba 2003;
Miguel 2010Db).

I11.1.3. Aceites esenciales como antioxidantes

Se ha demostrado que los aceites esenciales pueden interferir con las funciones
mitocondriales de las células de los mamiferos, por ello pueden jugar un papel importante en
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo y los dafios celulares provocados por los
radicales libres, como las enfermedades neurodegenerativas, las cardiacas, el cancer y hasta en
procesos inflamatorios en los cuales se genera el radical superéxido *Oz, los cuales serian
eficazmente neutralizado por la presencia de los aceites esenciales (Miguel 2010a; Bhalla et al.
2013; Raut y Karuppayil 2014).

Los aceites esenciales que han mostrado mayor potencia antioxidante son los que
contienen altas concentraciones de compuestos fenodlicos, especialmente timol, carvacrol y
eugenol, que se ha observado que contrarrestan eficazmente la actividad de radicales como el
peroxido ROO- (Bakkali et al. 2008; Adorjan y Buchbauer 2010; Amorati et al. 2013; Turek y
Stintzing 2013; Jayasena y Jo 2014). Si bien, en lineas generales, se obtuvieron también muy
buenos resultados con aceites esenciales ricos en algunos otros monoterpenos (p-cimeno,
terpinoleno, a-terpineno, y-terpineno y sabineno) y en (E)-cariofileno (Ruberto y Baratta 2000;
Edris 2007; Edziri et al. 2010; Mechergui et al. 2010; Miguel 2010a). En cambio, a los
hidrocarburos monoterpénicos (a los cuales pertenecen el a-pineno y B-pineno), a los
hidrocarburos sesquiterpénicos y a los compuestos no isoprenoides se les atribuye una actividad
antioxidante escasa (Ruberto y Baratta 2000).

Aunque la mayoria de los experimentos realizados intentan relacionar la actividad a una
determinada molécula, algunos trabajos han mostrado que, posiblemente, los diferentes
compuestos presentes en el aceite esencial actuarian de forma sinérgica, encontrandose en
algunos casos que la actividad antioxidante de los compuestos aislados era inferior a la del
aceite esencial (Miguel 2010b; Adorjan y Buchbauer 2010; Amorati et al. 2013). Algunos
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investigadores han utilizados redes de neuronas artificiales (ANN, artificial neural networks) para
predecir la actividad antioxidante de varios aceites esenciales en ensayos con DPPH y acido
linoleico partiendo de algunos de sus compuestos. Los resultados confirmaron el papel
fundamental que tienen los terpenos, como el timol, carvacrol, eugenol y p-cimeno, para
aumentar dicha actividad (Cabrera y Prieto 2010). Aun asi, queda mucho trabajo todavia por
desarrollar sobre sinergias y antagonismos en las complejas mezclas de los aceites esenciales
(Miguel 2010a).

I11.1.4. El hipérico como antioxidante

El hipérico es una planta muy interesante desde el punto de vista de la actividad
antioxidante, dado su elevado contenido en compuestos fendlicos y flavonoides (Guedes et al.
2012). De hecho, los extractos metandlicos, etandlicos y acuosos de varias especie de hipérico
(entre las cuales se encuentra el Hypericum perforatum) han demostrado una potente actividad
antioxidante y se han relacionado ademas con un efecto preventivo sobre el Alzheimer (Zou et
al. 2004; Asgarpanah 2012; Guedes et al. 2012).

En los primero ensayos realizados con extractos de Hypericum perforatum donde
demostraron su elevada actividad antioxidante se consider6 que gran parte de esa actividad se
debia a la presencia de hipericina y hiperforina (esta ultima, cuando era ensayada como
compuesto puro, demostré poseer una capacidad antioxidante mayor que el Trolox). Sin
embargo, posteriormente, se ha relacionado con esta actividad, no solo a las naftodiantronas y a
los derivados del floroglucinol, sino también a los compuestos fenolicos presentes en el hipérico,
destacando en algunos casos la especial contribucion mostrada por el &cido clorogénico (Hunt et
al. 2001; El-Sherbiny et al. 2003; Silva et al. 2005; Gioti et al. 2009; Or¢i¢ et al. 2011;
Asgarpanah 2012; Kanmani et al. 2014; Wolfle et al. 2014). En general, el contenido de fenoles
en los hipéricos se ha relacionado directamente con la actividad antioxidante observada,
especialmente en las pruebas realizadas con DPPH (Gioti et al. 2009).También se demostro la
eficacia antioxidante de quercetina, hiperdsido y rutina, siendo de estos flavonoides el mas activo
la quercetina y el menos la rutina (Zou et al. 2004).

Finalmente, cabe comentarse que algunas investigaciones demuestran que los extractos
totales presentan una actividad antioxidante mas acentuada que las fracciones obtenidas de
ellos, lo cual sugiere que existen efectos sinérgicos entre los diferentes compuestos del extracto
total (Gioti et al. 2009).
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II1.2. Actividad antimicrobiana

I11.2.1. Introduccién

La era de oro de los antibidticos empezd tras el descubrimiento accidental de la
penicilina por Alexander Fleming. Desde entonces, la ciencia ha logrado identificar innumerables
moléculas que han servido de antibidticos para diversos tipos de infecciones, intentando
combatir a las bacterias que en constante modificacién se hacen cada vez mas resistentes a los
nuevos medicamentos. En este contexto, la investigacion bésica enfocada a identificar nuevas
moléculas con actividad antibacteriana procedentes de fuentes naturales parece ser uno de los
caminos importantes a seguir debido a la gran variedad estructural presente en los metabolitos
secundarios producidos por las plantas (Rahman 2015).

La resistencia a los antibidticos es un problema de salud publica mundial. El uso y el
abuso de los antimicrobianos en la medicina humana y la ganaderia durante los ultimos 70 afios
han producido un aumento incesante del numero y de los tipos de microorganismos resistentes a
estos medicamentos, con el consiguiente aumento de la mortalidad, de la morbilidad y de las
discapacidades. El aumento y la propagacion de los microorganismos resistentes tienen dos
factores determinantes: uno es el uso excesivo e indebido de los antimicrobianos mientras que el
otro es la propagacion de los microorganismos resistentes entre las personas, las comunidades y
los paises. Por consiguiente, la lucha contra la resistencia a los antimicrobianos requiere
intervenciones en dos areas:1) Mejora del uso de los antimicrobianos, 2) Bloqueo de la
transmision de los microorganismos resistentes (Fukuda 2015).

Staphylococcus aureus es uno de los principales patdégenos que a través de la seleccién
natural ha desarrollado resistencia a los antibiéticos S-lactdmicos. Se encuentra normalmente en
las mucosas y en la piel de aproximadamente la mitad de la poblacién y es extremadamente
adaptable a la presion antibiética. La resistencia a meticilina es independiente de la produccion
de betalactamasas. Esta resistencia esta codificada y regulada por una serie de genes que se
encuentran en la region del cromosoma de la bacteria llamada Staphylococcal cassette
chromosome mec (SCCmec, casete cromosdmico estafilococico). Uno de estos genes (mecA)
codifica una proteina fijadora de penicilina con una baja afinidad por los B-lactamicos (llamada
PBP2a), haciendo si que no sirva como blanco para las penicilinas. Existen varios tipos de
SCCmec: los de tipo I, 11'y 111 se asocian con infecciones intrahospitalarias, mientras que los de
tipo IV y V se relaciona con cepas de SARM extrahospitalarias. Se calcula que la mitad de

todas las infecciones de S. aureus en EE.UU. son resistentes a penicilina, meticilina, tetraciclina
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y eritromicina. Esto deja, en muchos casos, a la vancomicina como el unico medicamento
efectivo disponible actualmente. Sin embargo, a finales de la década de los noventas
aparecieron las primeras cepas con niveles intermedios de resistencia también a la vancomicina.
La epidemiologia de la bacteria ha cambiado drasticamente en los ultimos afios, tanto que a
partir del 2005 se ha empezado a registrar cada vez més casos de SARM aislados en ganados
llegando a ser detectado inclusive en productos de la cadena alimenticia como pollo, cerdo,
leche y pescado, lo cual es fuente de preocupacidn ya que se ha descrito el paso de cepas
identificadas en animales (especialmente cerdos) a seres humanos tras exposicion directa o por
contaminacion del medio ambiente. La difusion del empleo de antibidticos, en ocasiones
innecesarios, tanto a nivel humano como animal (especialmente en ganaderia), ha llevado al
aumento de los casos de infecciones por SARM. La prevalencia de SARM en el cerdo de origen
canario (criado en granjas) es elevada (62 %), por lo cual se considera que son un reservorio
importante para la transmisién de la bacteria al hombre (especialmente trabajadores). Un
elevado nimero de cepas aisladas en Canarias presenta mutirresistencia a los antibiéticos
gentamicina, tobramicina, cotrimoxazol y clindamicina (Gil 2000; Patel et al. 2010; Abreu et al.
2011; Morcillo et al. 2015).

Por otro lado, algunas enterobacterias y bacilos Gram negativos presentan un
mecanismo de resistencia que se lleva a cabo con la produccién de una enzima denominada
betalactamasa. Esta inactiva a los antibiéticos B-lactamicos —como pueden ser las penicilinas,
las cefalosporinas (también las de tercera y cuarta generacion, por lo cual se les nombra
"betalactamasas de espectro extendido" [BLEE]), monobactamicos (aztreonam) 'y
carbapenemasas— por rotura del anillo B-lactdmico que todos ellos tienen en comin. No
obstante, un denominador comun de estas BLEE es la sensibilidad al acido clavulénico. Las
BLEE se encuentran con mayor frecuencia en Klebsiella pneumoniae y en Escherichia coli,
aunque se han identificado también en otras especies como Proteus, Serratia 0 Salmonella spp.
(Pujol y Pefia 2003; Ma et al. 2012).

Los productos naturales, que son una de las fuentes mayores de diversidad quimica, han
provisto a la terapéutica a lo largo de los afios de importantes agentes para su arsenal en la

lucha contra las enfermedades de origen bacteriano (Cushnie y Lamb 2011).

I11.2.2. Compuestos fendlicos como antimicrobianos
Varios compuestos fenolicos y polifendlicos presentes en las plantas han demostrado ser
eficaces antibacterianos (Hatano et al. 2005). Mientras que los antibioticos de sintesis tienen

como diana una reaccion especifica dentro de las funciones de una célula bacteriana, los
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compuestos antimicrobianos procedentes de plantas, como los polifenoles, inhiben diversos
procesos a la vez, haciendo que la creacion de resistencia por parte de la bacteria sea mucho
més improbable (Karunanidhi et al. 2013).

Se ha demostrado la intervencion de fenoles y polifenoles en un gran nimero de factores
de virulencia bacteriana, como son la inhibicion de la formacidén de biofilms, la reduccion de
ligandos de adhesion celular y la neutralizacion de toxinas bacterianas (Daglia 2012). Ademas,
las bacterias, como consecuencia de la exposicion a los polifenoles, aumentarian la produccién
de las proteinas relacionadas con los sistemas defensivos, mientras que disminuirian la de
aquellas que estan implicadas con el metabolismo y la biosintesis, causando en conjunto una
reduccion del metabolismo bacteriano (Ferrazzano et al. 2011).

A pesar de la buena actividad antimicrobiana presentada por los polifenoles, ésta se ve
mermada porque a veces su biodisponibilidad es limitada. Aun asi, es interesante subrayar que
son capaces de penetrar las membranas celulares y ejercer su accion antibiética desde el interior
de las células bacterianas debido a su lipofilicidad (Daglia 2012). Con respecto a la relacién
estructura - actividad, se ha observado que la mejor accién frente a SARM se obtiene cuando en
el compuesto fendlico estan presentes los grupos COOH en el anillo bencénico, dos grupos OH
en orto y en para y un grupo OCHz en meta (Friedman 2015).

Es interesante destacar que se ha encontrado fendmenos de sinergia entre antibioticos
de sintesis y polifenoles (flavonoles) en estudios in vitro frente a bacterias multirresistentes. Asi,
por ejemplo, se llegd a obtener una mejora importante de la actividad de la rifampicina y de la
quercetina frente a los SARM cuando se combinaban. Resultados parecidos se obtuvieron
combinando ciprofloxacino y quercetina, o la oxacilina con catequinas (Hatano et al. 2005; Daglia
2012).

I11.2.2.1. Acido clorogénico

El &cido clorogénico, bien como sustancia aislada o dentro de extractos de plantas con
una concentracion elevada del mismo, ha demostrado actividad antifingica, antiviral y
antibacteriana muy marcada frente a Gram positivos (Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus mutans y Bacillus subtilis) y Gram negativos (Salmonella
typhimurium, Shigella dysenteriae, y Escherichia coli), incluyendo a cepas resistentes como las
SARM. El mecanismo de accién no se ha esclarecido por completo, pero parece ser que inhibe
la accién de ciertas enzimas (como Fabl y FabG) involucradas en la sintesis de acidos grasos
bacterianos, ademas de incrementar sensiblemente la permeabilidad de la membrana celular

(causando asi la salida de material citoplasmatico con consiguiente muerte celular) e inhibir la
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formacion de biofim de los Gram negativos (como Stenotrophomonas maltophilia), incluso
cuando fue ensayado frente a cepas resistentes (Karunanidhi et al. 2013; Friedman 2015).
Curiosamente, hemos encontrado un trabajo en donde, por el contrario, el &cido clorogénico no

mostrd ninguna actividad frente a los Gram positivos (Daglia 2012).

I11.2.2.2.Flavonoides

Este grupo de metabolitos secundarios ha recibido especial atencién por haber
demostrado un amplio espectro de accion, destacando entre todos ellos los flavan-3-oles y los
flavonoles, siendo eficaces frente a numerosos Gram positivos (Staphylococcus aureus,
Lactobacillus acidophilus 'y Actinomyces naeslundii) y Gram negativos (Prevotella oralis,
Prevotella melaninogenica, Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum) (Daglia 2012).

Existen varios mecanismos que explican su accién antibacteriana. Se ha observado que
los flavonoides son capaces de producir un dafio directo sobre las membranas citoplasmaticas
(posiblemente debido a produccion de perdxido de hidrégeno), inhibir la sintesis de acidos
nucléicos (por inhibicién de las topoisomerasas y/o de la dihidrofolato reductasa) y, ademas,
inhibir el metabolismo energético (por inhibicion de la ATP sintasa). Asimismo, se han
encontrado otros mecanismos: inhibicion de la sintesis de la pared celular (por inhibicién de D-
alanina-D-alanina ligasa), inhibicién de la sintesis de la membrana celular (por inhibicién de las
enzimas FabG, Fabl, FabZ, Rv0636 y KAS I1l1) e inhibicion del normal funcionamiento de las
bombas de eflujo (usadas por las bacterias como uno de los mecanismos de resistencia a los
antibioticos). Es interesante resaltar, no obstante, que los estudios recientes sugieren que la
accién antibacteriana que ejercen los flavonoides no es debida a un solo mecanismo sino a
varios a la vez (Cushnie y Lamb 2011; Abreu et al. 2015; Xie et al. 2015).

Respecto a la relacion estructura-actividad, se ha observado que es importante para
aumentar la eficacia del flavonoide en general que contenga un grupo OH en la posicién 3 y 5,
ademas de un grupo lipéfilo en 6 o 8. Por el contrario, la metoxilacién en 4’ (en el anillo B) reduce
la potencia del flavonoide hasta valores de CIM excesivamente elevados (= 1000 wl/ml) (Cushnie
y Lamb 2011; Xie et al. 2015).

Por otro lado, algunos flavonoides y xantonas han demostrado ser efectivos frente a
bacterias multirresistentes SARM (Hatano et al. 2005), observandose también fendmenos de
sinergia cuando se combinan con antibioticos. Algunos ejemplos de esta sinergia frente a SARM
son: la combinacion de algunos flavonoides con oxacilina (Hatano et al. 2005), la administracion

simultanea de epicatequina-3-galato con antibiéticos S-lactamicos (Cushnie y Lamb 2011; Xie et
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al. 2015), o la combinacién de quercetina con ciprofloxacino, tetraciclina y eritromicina (Abreu et
al. 2015).

I11.2.3. Aceites esenciales como antimicrobianos

Numerosos estudios realizados in vitro han demostrado una actividad antimicrobiana
elevada de los aceites esenciales frente a microorganismos como Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Shigella dysenteria, Bacillus cereus y Staphylococcus
aureus, con niveles de CIM del orden de 0.2 — 10 pl/ml (Burt 2004; Edris 2007; Miguel 2010a).

Se sabe que el poder antiséptico de los aceites esenciales es variable y depende de su
composicion quimica. Asi, los compuestos fendlicos demuestran un elevado poder antiséptico (p.
ej. carvacrol, timol, eugenol y &cido cindmico), los que tienen una funcién alcohol tienen accion
intermedia y, finalmente, las cetonas presentan una baja actividad (Kuklinski 2000; Burt 2004;
Adeyinka y Richard 2015). Por ejemplo, los aceites esenciales de tomillo y orégano demostraron
ser muy efectivos a la hora de inhibir algunos patégenos como Escherichia coli, Salmonella
enteritidis, Salmonella choleraesuis y Salmonella typhimurium debido a la accién directa de
carvacrol y timol (Edris 2007).

En general, se ha observado que los Gram negativos son mas resistentes a la accién de
los aceites esenciales, aunque sean especialmente ricos en compuestos fenolicos, y se sugiere,
por eso, que la envoltura celular de los Gram negativos los protege del paso de sustancias
lipofilas como son los compuestos de las esencias (Burt 2004; Vergis et al. 2015). No obstante,
algunos aceites esenciales, como el de Achillea clavennae, han demostrado ser efectivos frente
algunos Gram negativos (Haemophilus influenzae y Pseudomonas aeruginosa), siendo
sorprendentemente ineficaz frente al Gram positivo Streptococcus pyogenes (Edris 2007).

Al estar compuestos por un gran numero de sustancias diferentes, los aceites esenciales
actian sobre la célula bacteriana a través de diferentes mecanismos, sin que uno prevalezca
sobre otro (Burt 2004). Uno de estos mecanismos estaria implicado con la capacidad que tienen
de pasar a través de la membrana bacteriana, romper su estructura y volver asi la célula
permeable a la salida de iones, con la consiguiente reduccidén de potencial de membrana, el
colapso de la bomba de protones y la deplecion de las reservas de ATP, entre otros efectos (Burt
2004; Bakkali et al. 2008). Otro mecanismo propuesto es la reaccién de los grupos hidroxilo de
los compuestos fendlicos presentes en las esencias con las proteinas de los patdgenos,
causando asi inhibicion de sus funciones enzimaticas (Edris 2007; Adeyinka y Richard 2015).
Ademas, se ha observado fendmenos de sinergia entre algunos terpenos, como el del carvacrol

y su precursor el p-cimeno, o entre el cinamaldehido y el eugenol, asi como entre el geraniol y la
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oxacilina o entre algunos aceites esenciales y la nitrofurantoina (Hatano et al. 2005; Bakkali et al.
2008). Finalmente, cabe recordar que los compuestos presentes en concentracidn minoritaria en
la composicidn de un aceite esencial también son fundamentales para explicar los fenémenos de
sinergia (Burt 2004).

Hasta el dia de hoy, dado que actian por varios mecanismos celulares a la vez, los
aceites esenciales no han causado especial resistencia bacteriana. Pero, aun asi, hay ejemplos
de fendmenos que dejan entrever que las bacterias se pueden adaptar a la presencia de los
aceites esenciales. Es el caso, por ejemplo, del carvacrol, para el cual se observo resistencia por
parte de la bacteria Bacillus cereus tras haber sido incubada con concentraciones subletales del
monoterpeno en cuestion. Igualmente, se registré un aumento de la tolerancia de Pseudomona
aeruginosa al aceite esencial de Melaleuca alternifolia debido a cambios promovidos por la
bacteria en su membrana externa (Bakkali et al. 2008).

Con respecto a las bacterias multirresistentes, varios aceites esenciales han demostrado
eficacia frente a SARM, como el aceite esencial de Lippia origanoides, Mentha x piperita, Mentha
arvensis, Mentha spicata y Melaleuca alternifolia (Imai et al. 2001; Edris 2007; Baser 2010).
Asimismo, se observd que otras bacterias multirresistentes (como algunas cepas de
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli) pueden ser inhibidas por el aceite esencial de
orégano (Origanum vulgare) (Bozin et al. 2006; Edris 2007). Finalmente, se han ensayado el
carvacrol y el timol, bien como sustancias aisladas, bien en combinacion con antibioticos frente a
cepas de SARM, de Salmonella spp. y de E. coli, encontrandose que la eficacia antimicrobiana
del carvacrol puro era muy parecida a la del aceite esencial de orégano (que en su composicion
contiene ~ 80 % de carvacrol), o que nos sugiere que los compuestos minoritarios (por lo menos
en este caso) no parecen contribuir de manera significativa a la bioactividad del aceite esencial
(Friedman 2015). No obstante, a pesar de los buenos resultados encontrados, hay
investigadores que afirman que las bacterias del grupo de los SARM son, de entre todos los
patdgenos ensayados, los mas resistentes a la accidn antibiética de los aceites esenciales (May
et al. 2000; Dryden et al. 2004; Edris 2007).

I11.2.4. El hipérico como antimicrobiano.

Existen numerosos trabajos que demuestran la accion antimicrobiana del hipérico, lo que
respalda el uso popular de esta especie como antiséptico y cicatrizante de heridas (Bruneton
2001). Se evidencia en estos estudios que, en general, los hipéricos ensayados son mas
eficaces frente a bacterias Gram positivas que Gran negativas (Barnes et al. 2001; Gibbons et al.
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2002; Avato et al. 2004; Cecchini et al. 2007; Wolfle et al. 2014; Zhao et al. 2015), si bien el
mecanismo exacto de su accidn se desconoce por ahora (Quiney et al. 2006).

Con respecto a sus principios activos, se considera que la hiperforina es el mas potente
en cuanto a actividad antimicrobiana, demostrandose que la potencia antibacteriana de la planta
aumenta cuando se recolecta en el mes de agosto en lugar del mes de julio, dato que concuerda
con un aumento proporcional de la cantidad de hiperforina al avanzar la fructificacion de la planta
(Avato et al. 2004; Wolfle et al. 2014). No obstante, el posible uso clinico de la hiperforina se ve
limitado debido a su elevada lipofilicidad e inestabilidad, lo cual explica el interés reciente en el
desarrollo de derivados semisintéticos de mejores caracteristicas farmacocinéticas (p. ej. la
aristoforina, tetrahidrohiperforina y octahidrohiperforina) (Immacolata Pia Schiavone et al. 2014).

La actividad antimicrobiana observada en los extractos de hipérico es debida también,
aunque en menor medida, a la presencia de hipericina, la cual mostré una eficacia
antimicrobiana media frente a Gram positivos como S. aureus y Listeria spp (Sperandio et al.
2013; Wolfle et al. 2014), presentado baja o nula actividad frente a los Gram negativos
(Sperandio et al. 2013; Wolfle et al. 2014). Los resultados fueron mejores cuando se recurrié al
desarrollo de derivados catidnicos semisintéticos 0 a formulaciones hidrosolubles y miscelares
de hipericina (Sperandio et al. 2013). Debemos sefialar que se quieren aprovechar las
propiedades fotosensibilizantes de la hipericina para ejercer una accién antimicrobiana. El
mecanismo pretende, a través de un haz de luz emitido a una determinada A, excitar las
moléculas de naftodiantronas, para asi inducir la creacion de especies radicalarias de Oz que,
finalmente, provocarian la muerte de las bacterias (Luksiene y Brovko 2013).

Ademas de la hipericina y de la hiperforina, los flavonoides también intervienen en la
accion antimicrobiana encontrada para los extractos de hipérico, aunque parecen tener un papel
secundario (Avato et al. 2004; Quiney et al. 2006).

Por otro lado, los aceites esenciales de varias especies de hipérico han demostrado
poseer actividad antimicrobiana frente a una gran variedad de bacterias (Klebsiella pneumoniae,
Salmonella enteridis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, entre otras) (Bertoli et al. 2011;
Crockett 2010; Saddige et al. 2010). En relacion a los componentes mas activos, se ha
observado que los aceites esenciales con altos porcentajes de a-pineno, B-pineno, (E)-cariofileno
y de terpenos funcionalizados (alcoholes, aldehidos y cetonas) poseen una acentuada actividad
antibacteriana (Bertoli et al. 2011; Crockett 2010; Guedes et al. 2012).

Con respecto a las bacterias multirresistentes (SARM), se ha descubierto la efectividad
de los extractos cloroférmicos de hipéricos de diferentes especies, considerando a la hipericina y
a la hiperforina, una vez mas, los compuestos mas activos (Gurevich et al. 1971; Schempp et al.
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1999; Barnes et al. 2001; Reichling et al. 2001; Gibbons et al. 2002; Avato et al. 2004; Cecchini
et al. 2007; Wolfle et al. 2014; Zhao et al. 2015).

II1.3. Actividad citotoxica

I11.3.1. Introduccién

“‘Cancer” es el término general que se aplica a una serie de enfermedades malignas que
pueden afectar a partes muy diferentes del organismo. Estas enfermedades se caracterizan por
una formacién réapida e incontrolada de células anormales que son capaces de reunirse para
formar un tumor y de proliferar en el organismo (Evans 1991). Hoy en dia se considera ya un
problema de salud mundial, siendo la segunda causa de muerte tras las enfermedades cardiacas
(se calcula que cada afio hay 10 millones de nuevos casos en todo el mundo). Existen
numerosas causas que pueden producir esta enfermedad, como las radiaciones UV y las
ionizantes, el humo de tabaco, los virus (como el virus de la hepatitis B que puede causar cancer
de higado), parasitos (la esquistosomiasis produciria cancer de vejiga), los alimentos
contaminados por micotoxinas (induciria cancer de higado), asi como las ROS (la excesiva
produccion de radicales libres puede desencadenar un dafio oxidativo importante a biomoléculas
como los lipidos y proteinas de membrana e incluso al ADN), entre otros (Bhalla et al. 2013).

Durante siglos, las plantas han sido utilizadas en el tratamiento de enfermedades
cancerosas. El podofilo (Phodophyllum hexandrum), por ejemplo, se utilizaba hace ya mas de
2000 afios por los chinos como farmaco antitumoral. Posteriormente, se aislaron de la resina de
esta planta diversos lignanos (podofilotoxina y peltatinas) con actividad antitumoral. Hacia finales
de los afios 50, comenz6 una intensa busqueda entre plantas, microorganismos y animales
marinos con la intencién de descubrir nuevas moléculas con actividad antitumoral, fomentada
principalmente por un programa de deteccion selectiva financiado por el National Cancer
Institute. Los investigadores de ese programa han utilizado y especificado el significado de los
términos citotoxico, antitumoral y anticanceroso para describir las actividades de los nuevos
compuestos aislados. Asi, cuando una sustancia es toxica para las células tumorales in vitro se
define como agente citotdxico y, si esta toxicidad es transferible a células tumorales in vivo, se
dice que dicha sustancia posee actividad antitumoral. Por ultimo, esclarecieron que el término
anticanceroso se emplea para compuestos que son tdxicos para las células tumorales en

ensayos realizados en el &mbito de la experimentacion clinica (Evans 1991).
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Los metabolitos secundarios citotdxicos, generalmente, son productos naturales nuevos
que comprenden un amplio conjunto de tipos estructurales (monoterpenos, sesquiterpenos,
lignanos, alcaloides y flavonoides, entre otros). También hay algunos compuestos
anticancerigenos, que habiendo sido aislados hace tiempo, no habian sido sometidos a ensayos
rigurosos respecto a su actividad citotoxica (Evans 1991). El interés de los productos naturales
en esta campo es grande, ya que en un estudio se ha encontrado que la mitad de los nuevos
farmacos quimioterapicos aprobados internacionalmente entre los afios 1940 y 2006 eran de

origen natural (Bhalla et al. 2013).

I11.3.2. Compuestos fendlicos como citotoxicos

En numerosos estudios se ha demostrado que los polifenoles presentan no solo
actividad antioxidante sino también citotoxica. Ejemplo de ello son las numerosas investigaciones
sobre las propiedades antitumorales del té verde y sus elevados niveles de polifenoles
(especialmente de epigalocatequina-3-galato), asi como también de sustancias aisladas (caso
del acido clorogénico (Demeule et al. 2000; Chung et al. 2004a; Chung et al. 2004b; Jin et al.
2005). De hecho, se ha puesto de manifiesto la capacidad de los polifenoles extraidos de los
vegetales para actuar como preventivos y, en algunos casos, como tratamiento de tumores
cutaneos, interaccionando con los mecanismos del envejecimiento celular, de las enzimas
epigenéticas de la carcinogénesis y de los factores de crecimiento epidérmico (Korkina et al.
2013). Resultados parecidos se han obtenido para tumores de otra indole, como se pudo
apreciar por ejemplo en ensayos realizados con células humanas de cancer de mama
(Berdowska et al. 2013).

I11.3.2.1. Acido clorogénico

Existen evidencias cientificas de la capacidad del &cido clorogénico de inhibir la
carcinogénesis de tumores de intestino, recto, higado, préstata, lengua, células del estrato
espinoso de la piel y glandulas salivales (Mori et al. 1986; Tanaka et al. 1990; Tanaka et al. 1993;
Mori et al. 2000; Jiang et al. 2000; Chlopcikova et al. 2004; Jin et al. 2005; Rocha et al. 2012). Se
ha demostrado, ademas, que el &cido clorogénico induce la muerte celular por apoptosis con
fragmentacion del ADN y estimulacion de la actividad de las caspasas, aunque el mecanismo no
se ha esclarecido del todo (Jiang et al. 2000; Granado-Serrano et al. 2007). Asimismo, se ha
corroborado que ejerce actividad citotoxica casi exclusivamente sobre células tumorales, sin

afectar a las células sanas (Jiang et al. 2000).
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No obstante, a pesar de haber ensayado y confirmado su eficacia como inhibidor de
varios tumores, hay que resaltar que la gran mayoria de los estudios se realizaron junto con
otros polifenoles, siendo por ello dificil en ocasiones extrapolar y atribuir los resultados sélo a la

accion del &cido clorogénico (Xiang y Ning 2008).

I11.3.2.2.Flavonoides

Numerosos estudios epidemioldgicos han puesto en evidencia la relacion directa entre la
ingesta de alimentos con presencia de flavonoides (se estima que su ingesta diaria en una dieta
nutricionalmente equilibrada llega a alcanzar 1 g/dia) y la reduccion del riesgo de desarrollar
cancer y enfermedades cardiovasculares (Le Marchand 2002; Maron 2004; Neuhouser 2004;
Calderon-Montafio et al. 2011; Chahar et al. 2011). Se ha demostrado en las investigaciones
realizadas tanto in vitro como in vivo que existen varios mecanismos de accién para explicar la
accién protectora de los flavonoides frente al cancer (asumiendo una marcada funcion
antiproliferativa) y frente a las enfermedades cardiovasculares, ademas de ser potentes
antioxidantes y utiles alternativas terapéuticas en el tratamiento de otras enfermedades (Hirono
1987; Middleton et al. 2000; Russo et al. 2000; Pérez Trueba 2003; Calderon-Montafio et al.
2011). Entre los mecanismos propuestos tenemos, la supresion del ciclo celular, la induccion de
apoptosis, la inhibicion de la angiogénesis, el efecto antioxidante y la reversion de la resistencia
multiple a los farmacos (Chahar et al. 2011). Por otro lado, se ha podido observar que, por lo
general, la hidroxilacién del anillo B (como en los flavonoles) aumenta su actividad antioxidante,
citotoxica y antiinflamatoria respecto a otros flavonoides (Middleton et al. 2000; Pérez Trueba
2003; Calderon-Montario et al. 2011; Ross y Kasum 2002).

Hay que sefialar que algunos de estos descubrimientos se han hecho partiendo del
estudio de plantas tradicionalmente empleadas para tratar diferentes patologias, en las cuales se
ha observado un elevado contenido en flavonoides (Wang 2000; Lopez-Lazaro 2002; Ren et al.
2003; Hoensch y Kirch 2005; Li et al. 2007; Lopez-Lazaro 2009; Calderdén-Montafio et al. 2011).

Entren las numerosas investigaciones realizadas, podemos comentar la potencial
actividad anticancerigena mamaria de algunos flavonoides (como la apigenina y la hesperetina),
ya que inhibieron la enzima aromatasa, que es la encargada de la biosintesis del estradiol a
partir de androgenos, el cual se ha implicado directamente en el desarrollo de cancer en el tejido
mamario (Chahar et al. 2011). Asimismo, la quercetina produjo la inhibicién del crecimiento de
melanomas en animales de laboratorio y la reduccidn de la incidencia de cancer de pulmon en
un estudio clinico, observandose una relacion inversa entre la ingesta de flavonoides y la

aparicion de nuevos casos (Nijveldt et al. 2001). Del mismo modo, otros flavonoides, como por
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ejemplo la buteina, demostraron ser capaces de inhibir el crecimiento de células de cancer de
colon (HCT116) (Kang et al. 2004). Por otro lado, algunos estudios sugieren que el mecanismo
por el que los flavonoides pueden inhibir la carcinogénesis esta relacionado con su capacidad de
actuar como antioxidantes: intervendrian en la inhibicién de la proliferacion descontrolada de las
ROS, consideradas como uno de los factores implicados en la carcinogénesis, debido al dafio
directo que provocan sobre el ADN con el consiguiente desarrollo de mutaciones celulares (Loft y
Poulsen 1996; Pryor 1997; Nijveldt et al. 2001).

I11.3.3. Aceites esenciales como citotoxicos

En los Ultimos afios, los aceites esenciales han llamado la atencion de los investigadores
como agentes citotdxicos, ya que parece ser que su mecanismo de accion podria ser diferente
del que tienen los farmacos usados comunmente en quimioterapia (Rajesh y Howard 2003; Edris
2007).

En lineas generales, se observa que los aceites esenciales, al contener sustancias
lipdfilas de pequefio tamafio, pasan rapidamente a través de las membranas citoplasmaticas y
mitocondriales rompiendo sus estructuras y volviéndolas permeable a la salida de iones de calcio
y proteinas. Ademas, se ha descrito un mecanismo de fototoxicidad, por el cual los aceites
esenciales entrarian en las células y, tras activacion por exposicion directa a la luz, provocarian
un dafio irreversible en las estructuras de las mismas (Bakkali et al. 2008).

No obstante, debido al gran numero de compuestos presentes en los aceites esenciales
se cree que no tienen una Unica y especifica diana, ni un Unico mecanismo de accion (Bakkali et
al. 2008). Un mecanismo de accion general seria el de la apoptosis en las células dafiadas, que
se puede ocasionar por diversas vias como, por ejemplo, incrementando los niveles de ROS,
que en este tipo de células lleva a que se incremente su muerte programada. Esto se observa,
por ejemplo, en los aceites esenciales de Aniba rosaeodora o de Zanthoxylum schinifolium
(Bakkali et al. 2008; Gautam et al. 2014). Ademas, el incremento de la produccién de ROS va
acompafado en muchas ocasiones por la disminucion de enzimas antioxidantes necesarias para
su neutralizacién (como el glutation), ocasionando que el dafio causado por ROS sea aun méas
acusado en las estructuras celulares.

También se ha demostrado que los aceites esenciales aumentan la expresion de
proteinas celulares como la Akt, que a su vez regula genes tan importantes en la supresion de
tumores como puede ser p53, lo cual explicaria la inhibicion de la activacién del NF-xB (factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) que producen
(Gautam et al. 2014). Cabe recordar que NF-kB se activa en las células tumorales y el bloqueo
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del mismo produce que las células dejen de proliferar y que, ademas, sean mas sensibles a la
accién de los agentes antitumorales. Este mecanismo se ha descrito, por ejemplo, con
monoterpenos como el terpineol o el acetato de linalilo y también con el aceite esencial de
Cryptomeria japonica (Bhalla et al. 2013; Gautam et al. 2014). Otro factor de transcripcion
susceptible de inhibicion por parte de los aceites esenciales es el AP-1, ademas de las quinasas
de la ruta MAP, que se ha observado en el aceite esencial de Artemisia capillaries (Gautam et al.
2014).

También se ha encontrado que algunos aceites esenciales inhiben el ciclo celular de las
celulas tumorales. Asi, el aceite esencial de pachuli (Pogostemon cablin) inhibi6 la expresion del
gen p21 que regula la fase G1 del ciclo celular, mientras que otros aceites esenciales y
monoterpenos aislados detuvieron las fases S/G2 y G2/M (Gautam et al. 2014).

Asimismo, algunos aceites esenciales, como el Citrus sinensis, ejercen un efecto
antiangiogénico y de supresion de la actividad proliferativa y de la metastasis de las células
tumorales (Bhalla et al. 2013; Gautam et al. 2014).

Otros aceites esenciales, como el de las especies Allium sativum, Ocimum sanctum y
Wedelia chilensis, o monoterpenos como el citral, aumentaron la actividad de enzimas como la
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa
(GR) (Edris 2007; Gautam et al. 2014).

También se ha observado que muchos aceites esenciales son capaces de modificar e
inhibir la rutas bioquimicas encargadas de reparar el DNA dafado, por ejemplo por una
presencia excesiva de ROS (estas rutas se controlan por genes como el H2AFX y HDAC4, o
enzimas como las ADN polimerasas), siendo éste una forma efectiva para contrarrestar la
elevada tasa de proliferacion de las células cancerosas (Gautam et al. 2014).

Finalmente, se ha encontrado que algunos aceites esenciales asi como algunos de sus
componentes aislados redujeron drasticamente la resistencia de las células tumorales a los
farmacos usados habitualmente en quimioterapia, probablemente por una accién sinérgica.
Como ejemplos podemos citar los aceites esenciales de Juniperus excels, Melaleuca alternifolia
y Nigella sativa, o monoterpenos como el terpinen-1-ol o el linalol, que han disminuido la
resistencia celular a vincristina, cisplatino o doxorrubicina (Bhalla et al. 2013; Gautam et al.
2014). Ademas, el (E)-cariofileno ha demostrado ser capaz de aumentar la actividad citotéxica de
otros terpenos como a-humuleno o isocariofileno, e incluso la del diterpeno paclitaxel (Adorjan y
Buchbauer 2010).

En general, se afirma que la actividad citotoxica de un aceite esencial se debe
principalmente a la presencia en su composicién de fenoles, aldehidos y alcoholes (Bakkali et al.
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2008). Ademas, en una revision realizada por Adorjan (2010) se observd que los grupos de
mono- y sesquiterpenos mas efectivos frente a células tumorales son los alcoholes
monoterpénicos y los hidrocarburos sesquiterpénicos. De hecho, se han encontrado buenos
resultados con terpenos como el limoneno y su metabolito, el alcohol perilico, que son los
compuestos principales del aceite esencial de la cascara del fruto del naranjo dulce (Citrus
sinensis). Como consecuencia de ello, el alcohol perilico se ha propuesto como candidato para
ensayos clinicos en la National Cancer Institute y, de momento, se han obtenido resultados
prometedores en el control del cancer pancreatico, de higado y de colon en animales de
experimentacion (Baser 2010). Ademas de los dos terpenos mencionados, también otros
monoterpenos con funcidén alcohol (p. ej. geraniol, carveol, farnesol, nerolidol y mentol)
mostraron actividad inhibidora sobre neoplasias del duodeno (Bakkali et al. 2008; Baser 2010) y
el linalol, a su vez, frente a células del cancer de mama (Adorjan y Buchbauer 2010). Asimismo,
el hidrocarburo sesquiterpénico (E)-cariofileno ha obtenido resultados destacados en ensayos

realizados con células de cancer de mama (Raut y Karuppayil 2014).

I11.3.4. El hipérico como citotoxico

Los extractos de Hypericum perforatum han demostrado en diversos trabajos que
reducen el crecimiento de varias lineas celulares de cancer humano in vitro e in vivo, como es el
caso de las lineas celulares de leucemia (K562 y U937), de carcinoma humano del colon (HT-29)
y de carcinoma de pulmén (H-460) (Wada et al. 2002; Martarelli et al. 2004; Guedes et al. 2012;
Prakash et al. 2013).

La actividad citotéxica del Hypericum perforatum se ha relacionado con la presencia de
naftodiantronas (como la hipericina) y derivados prenilados del floroglucinol en la composicidn
del mismo, pudiéndose explicar esta actividad basicamente por dos mecanismos (Avato 2005;
Hostettmann y Wolfender 2005; Saddige et al. 2010).

El primer mecanismo depende de la presencia de la luz y esta relacionado
fundamentalmente con la fotoactivacion de las naftodiantronas (Menichini et al. 2013; Marrelli et
al. 2014; Wolfle et al. 2014). Se han descrito los efectos inductores de apoptosis y fototoxicidad
por parte de la hipericina y de la pseudohipericina sobre células de linfomas, descubriendo una
relacion directa entre la dosis de naftodiantronas y la inhibicién de la proliferacion celular en
presencia de luz visible. Por esta razdn, se llegd a proponer y ensayar la hipericina como agente
fotosensibilizante en terapia contra los melanomas (Schempp et al. 2002a; Saddiqge et al. 2010;
Wolfle et al. 2014). De hecho, la hipericina se encuentra en la Fase 11 de un ensayo clinico para

tratar a pacientes con linfomas cutaneos mediante terapia fotodindmica (Teiten et al. 2013).
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Asimismo, se esta estudiando su potencial uso como instrumento de diagnéstico en casos de
gliomas debido a su capacidad para tefiir y permitir asi diferenciar células sanas de las tumorales
(Teiten et al. 2013). No obstante, las naftodiantronas no son los Unicos metabolitos secundarios
que tienen propiedades fototoxicas, habiéndose demostrado la eficacia in vitro de tratamientos
fotodinamicos realizados con hiperforina sobre las células de céancer de colon (HCT116)
(Semelakova et al. 2012; MikeSova et al. 2013).

Por otro lado, el segundo mecanismo es independiente de la luz y prevé la accién directa
de compuestos como las naftodiantronas y, especialmente, la hiperforina como agentes
inhibidores del crecimiento de tumores. Asi se observd que la hiperforina redujo la
vascularizacion e indujo la apoptosis de diferentes lineas celulares humanas (in vitro) y de
ratones (in vivo), sin producir toxicidad aguda (Schempp et al. 2002a; Schempp et al. 2002b;
Hostanska et al. 2003; Dona et al. 2004; Schempp et al. 2005; Quiney et al. 2006). Asimismo, la
hipericina y la pseudohipericina inhibieron la proteina quinasa C (PKC) y exhibieron actividad
antiproliferativa sobre células de mamiferos y sobre células de gliomas, en este Ultimo caso con
una eficacia comparable a la del tamoxifeno (Wada et al. 2002; Martarelli et al. 2004; Saddiqge et
al. 2010; Prakash et al. 2013). Mas concretamente, se demostré que la hipericina logrd inducir la
apoptosis sobre células de melanoma humano (A375) y de carcinoma mamario humano (MDA-
MB-231) mediante un mecanismo que implica la externalizacion de la fosfatidilserina y la pérdida
de la integridad de membrana (Medina et al. 2006; Kleemann et al. 2014).

Debemos sefialar que otro grupo de compuestos abundante en los hipéricos, los
flavonoides, han mostrado actividad citotdxica aunque no tan potente como la observada con las

naftodiantronas y la hiperforina (Dajas 2012; Romagnolo y Selmin 2012; Wolfle et al. 2014).
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Pagina anterior: Hypericum canariense L.
(a) habito; (b) hoja; (c) yema (var. canariense); (d) yema (var. floribundum); (e) sépalo (var. canariense); (f) sépalo
(var. floribundum); (g) pétalo; (h) estambres y ovario; (i) antera; (j) cépsula. (Adaptado de Robson 1996).



L.

RECOLECCION, IDENTIFICACION, DESECACION
TRITURACION

Y

Para el trabajo de investigacion que se presenta en esta Tesis Doctoral, se han utilizado

las partes aéreas en flor de diferentes especies del género Hypericum, todas ellas recolectadas

en la isla de Tenerife: Hypericum canariense L., Hypericum grandifolium Choisy e Hypericum

reflexum L. f. (procedente de La Esperanza y de Ifonche). El material vegetal ha sido depositado

en el Departamento de Biologia Vegetal de la Facultad de Farmacia de la ULL, siendo

identificado por la Dra. Consuelo Hernandez Padrén y procediéndose seguidamente a incluirlo

en el Herbario situado en dicho departamento. Los detalles sobre el material recolectado se

proporcionan en la Tabla 3.1 y en la Figura 3.1.

Pedro Alvarez
(H. canariense)

Las Mercedes
(H. grandifolium)

La Esperanza

(H. reflexum)

[fonche
(H. reflexum)

Figura 3.1. Imagen desde el satélite y posicion geografica de la isla de
Tenerife (obtenida en Google Maps; https://www.google.es/maps)
modificada sefialando los puntos de recogida de los hipéricos bajo
investigacion.
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I. Recoleccion, identificacion, desecacion y trituracion

El material vegetal fue sucesivamente

desecado en una estufa (JP Selecta, modelo 372,
Espafia) con libre circulacion de aire a 38 °C
(Figura 3.2), triturado en un molino (Electromotor
Pact tipo 100 Ls de Mateu and Solé S.A,

Barcelona) y almacenado hasta su utilizacion en

recipientes herméticos en ausencia de humedad,

Figura 3.2. Ejemplo de luz y calor.
H. grandifolium  desecandose
en la estufa del laboratorio.

Tabla 3.1.  Detalles del lugar de recoleccion y de los depositos realizados en el
herbario de las especies de Hypericum utilizadas para la realizacion de la

investigacion.
Especie Pliego herbario ULL @ Lugar (fecha) de recoleccion / Coordenadas GPSbI
altitud ° (sobre el nivel del mar)

H. canariense TFC 50776 Subida Pedro Alvarez (Mayo 2013) / 28°31'49.8"N 16°18'23.8"W / 635 m
H. grandifolium  TFC 50442 Las Mercedes (Junio 2012) / 28°32'08.0"N 16°18'03.7"W / 880 m

TFC 50777
H. reflexum TFC 50441 El Rosario, La Esperanza (Junio 2012) / 28°25'38.6"N 16°22'59.1"W / 1160 m
(La Esperanza) TFEC 50779
H. reflexum TFC 50778 Ifonche (Junio 2013) / 28°08'07.9"N 16°41'15.0"W / 1018 m

(Ifonche)

* Herbario del Departamento de Biologia Vegetal, Facultad de Farmacia, ULL. Incluido en el Index
Herbariorum del “The New York Botanical Garden”,

) http://sweetgum.nybg.org/ih/herbarium.php?irn=126277 .

. Coordenadas DMS (Grados, Minutos, Segundos).
Datos disponibles en PixelisMaps © 2014, http://www.maps.pixelis.es .
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II. PREPARACION DE EXTRACTOS, FRACCIONES Y
ACEITES ESENCIALES

El material vegetal recolectado y desecado (ver el apartado I del capitulo Material y
Métodos) constituyd el punto de partida para la preparacion de los extractos que con
posterioridad fueron utilizados en ensayos fitoquimicos y bioldgicos (apartado III y IV del

capitulo Material y Métodos).

I1.1. Productos quimicos utilizados

e Agua desionizada y purificada con sistema Milli-Q SP ReagentWaterSystem (Millipore, EUA).
e Acetona con un grado de pureza para analisis (Carlo Erba, Italia).

e Cloroformo (ScharlauChemie S.A., Espafia)

e Metanol (Panreac Quimica S.A., Espafia).

e Metanol con un grado de pureza para analisis (Carlo Erba, Italia).

I1.2. Extraccion discontinua con disolvente: maceracion

El material vegetal seco y finamente triturado (Hypericum canariense, 300 g; Hypericum
grandifolium, 95 g; Hypericum reflexum de La Esperanza, 303 g) se macer6 en metanol durante
tres dias, repitiéndose esta operacion tres veces. Los extractos se llevaron a sequedad, a
temperatura inferior a 40 °C y presion reducida, con un Rotavapor (modelo R110, marca Blichi)
acoplado a una bomba de vacio (Tokyo Rikakikai Co., LTD Tipo A-35).

Sucesivamente, parte del extracto metandlico se traté con cloroformo (CHCl3) siguiendo
el mismo procedimiento general, lo que nos permiti6 obtener dos fracciones: una fraccion
cloroférmica y otra compuesta por productos mas polares insolubles en cloroformo, que de ahora
en adelante vamos a llamar fraccion polar (FP). Todo el material asi obtenido se guardd en

matraces con tapon de vidrio esmerilado, en frio y en ausencia de luz.
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I1.3. Extraccion continua con disolvente: Soxhlet

Figura 3.3.  Extraccion
de H. canariense
realizada con el método
Soxhlet.

El método de Soxhlet se basa en una extraccion
continua sdlido-liquido que permite extraer hasta agotamiento
los componentes de una planta en funcion de las
caracteristicas del disolvente que se utilice (Figura 3.3)
(Kuklinski 2000; Bruneton 2004). Para su realizacién se
siguieron los parametros descritos en la literatura (Maggi et al.
2004).

El material vegetal seco (5 g por cada una de las
cuatro muestras de hipérico) se triturd finamente con un
molino (modelo DCFH 48 Ika-Werke; Staufen, Alemania)
equipado con filtros de 1 mm de diametro, se envolvid en

papel de filtro y fue asi introducido en el cuerpo extractor del

Soxhlet. Se utilizé en cada caso 400 ml de una mezcla 1:1 de metanol/acetona y se extrajeron

durante 4 h. Los extractos resultantes se concentraron hasta sequedad de la manera habitual en

un Rotavapor. Posteriormente, los diferentes extractos se disolvieron en 50 ml de metanol

(MeOH), se concentraron hasta sequedad y se guardaron en matraces con tapdn de vidrio

esmerilado en frio.

I1.4. Hidrodestilacion

La hidrodestilacién, uno de los métodos oficinales contemplados en varias farmacopeas

para obtener aceites esenciales de uso farmacéutico, es una técnica que permite extraer los

Tabla 3.2. Cantidad de planta extraida en el Clevenger.

componentes volatiles de un
vegetal mediante arrastre de

vapor (Kuklinski 2000; Bruneton

Especie Pliego herbario  Peso (g) 2004). En el caso concreto de esta
H. canariense TFC 50776 300 investigacion, se ha recurrido al
H. reflexum (La Esperanza) TFC 50779 465 . .

obtener los aceites esenciales de
H. reflexum (Ifonche) TFC 50778 361

las  especies  anteriormente



3. MATERIAL Y METODOS

II. Preparacion de extractos, fracciones y aceites esenciales

Figura 3.4. (a, izquierda) equipo Clevenger
extrayendo a H. grandifolium; (b, derecha) vial de
cierre hermético utilizado para la conservaciéon de
los aceites esenciales tras su obtencién por
hidrodestilacion; ejemplo de H. reflexum de Ifonche.

mencionadas. La droga
seca y ftriturada se
introdujo en el matraz del
Clevenger (ver detalles de
las cantidades iniciales en
la Tabla 3.2), se afiadieron
6 | de agua destilada y se
mantuvo a temperatura de
ebullicion durante 4 h
(Figura 3.4 a). Tras ser
destilados, los aceites
esenciales se guardaron

en viales de cierre

hermético y se conservaron a una temperatura de -20 °C (Figura 3.4 b).

Con el fin de obtener un rendimiento mas exacto del aceite esencial, se estimd el

contenido de agua residual en el material vegetal seco siguiendo el procedimiento propuesto por

Bicchi y Maffei (2012). Para ello, se pesaron 2 g de cada uno de los hipéricos y se introdujeron

en una estufa a 105 °C durante 8 h, hasta completa deshidratacion de los tejidos vegetales.

Transcurrido este tiempo, se calcul6 por diferencia de pesada el contenido de agua residual en

cada una de las muestras.
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III. ESTUDIO FITOQUIMICO

Uno de los objetivos de esta investigacion fue determinar la composicion quimica de los
extractos, fracciones y aceites esenciales obtenidos de los hipéricos investigados, que
posteriormente seran utilizados en el estudio biologico. Para ello, se recurrié a la cromatografia
liquida de alta eficacia acoplada a un detector con diodos en linea (HPLC-DAD) y a la acoplada a
un espectrometro de masas con ionizacion por electronebulizacion (HPLC/ESI-MS). Con estas
técnicas realizamos el andlisis cualitativo y cuantitativo de metabolitos secundarios de los
extractos y fracciones. Ademas, se utilizé la cromatografia de gases acoplada a un detector de
ionizacién de llama (GC-FID) y a un espectrometro de masas (GC-MS) para el analisis de los

aceites esenciales.

I11.1. Productos quimicos utilizados

e Enlas técnicas de HPLC se emplearon: acido clorogénico (Sigma-Aldrich, Italia), hiperforina
(Sigma-Aldrich, Italia), hipericina (Sigma-Aldrich, Italia), hiperésido (Applied Biosystem,
Italia), isoquercitrina (Applied Biosystem, Italia), quercetina (Sigma-Aldrich, Italia), quercitrina
(Sigma-Aldrich, Italia), rutina (Sigma-Aldrich, Italia). Tanto el agua desionizada y purificada
con sistema Milli-Q SP Reagent Water System (Millipore, EUA) como los disolventes acetato
de etilo (Merck, Alemania), acetonitrilo (Merck, Alemania), acido fosférico (Merck, Alemania)
y metanol (Merck, Alemania) que se emplearon, tenian un grado de pureza para analisis
mediante cromatografia liquida.

e En el analisis con GC se utilizaron hexano (Carlo Erba, Italia) y mezcla de alcanos lineales

Cs — C30 (Supelco, EUA) con grado de pureza para anélisis.

I11.2. HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia

La técnica de HPLC se ha utilizado en esta investigacion para detectar algunos

componentes quimicos que estan presentes comunmente en el Hypericum perforatum, especie
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que se toma como referencia dentro del genero Hypericum. Para ello se llevd a cabo la
identificacion en todos los extractos y fracciones de los hipéricos en estudio de las siguientes 11
moléculas: acido clorogénico, hiperforina, hiperésido, isoquercitrina, quercetina, quercitrina,
ruina 'y  cuatro  naftodiantronas  (hipericina,  pseudohipericina,  protohipericina,

protopseudohipericina).

I11.2.1. Fundamento tedrico

La cromatografia liquida de alta eficacia o high performance liquid chromatography
(HPLC) es una técnica ampliamente utilizada para la separacién analitica y preparativa de
productos naturales que resulta, en particular, muy util en aquellos casos en los cuales existe
mayor dificultad de separacion. La HPLC es un sistema de cromatografia en columna de
pequefio diametro (2-5 mm) en el cual se requieren presiones de entrada relativamente elevadas
para proporcionar un flujo controlado de la fase mévil. La fase estacionaria esta formada por
particulas entre 5-50 um, lo que mejora notablemente la eficacia de separacion, y la fase movil
esta constituida por mezclas de disolventes de diferentes caracteristicas. Los componentes de la
muestra se distribuyen a lo largo de la columna en funcion de la afinidad que presenten con
respecto a la fase estacionaria y la fase movil. El tiempo que tarda un componente en ser eluido
se denomina tiempo de retencion (ir), siendo éste una propiedad caracteristica del mismo en
funcion de wunas determinadas condiciones. Las fases mdviles estan constituidas
mayoritariamente por agua, metanol, acetonitrilo 0 mezclas de los mismos. El agua puede
contener tampones o sales que ayudan a la separacion de los compuestos. Una mejora
introducida a la técnica de HPLC descrita es la variacion en la composicion de la fase movil
durante el analisis, conocida como elucién en gradiente y que ha sido utilizada en nuestra
investigacion (Harris 2007; Skoog et al. 2001). Los detectores utilizados en esta investigacion
son el DAD y el ESI/MS. EI DAD (diode array detector, o detector con diodos en linea) es uno de
los detectores de absorcion ultravioleta que se usa en HPLC, ya que proporciona un espectro
completo de longitud de onda (A) por unidad de tiempo. Este detector es uno de los mas usados
debido a su universalidad, bajo coste, rapidez de medida y la gran cantidad de informacion
espectral que genera. La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica que permite
obtener datos de masalcarga (m/z) de un analito, siendo el punto de inicio de un analisis por MS
la formacién de iones a partir del analito. Para ello, se cuenta con numerosos instrumentos,
como la ionizacion por electronebulizacion (ESI) que hemos utilizado en este trabajo. Esta
técnica provoca la formacién directa de iones gaseosos a partir de moléculas grandes y

térmicamente fragiles consiguiendo una gran fragmentacion de las mismas. El ién molecular y
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los diversos fragmentos que se producen permiten identificar los diferentes componentes de la
muestra bajo estudio (Harris 2007; Skoog et al. 2001).

I11.2.2. HPLC-DAD. Protocolo experimental

El analisis se centrd en la determinacion cualitativa y cuantitativa de los 8 siguientes
metabolitos secundarios: acido clorogénico, hiperforina, hipericina, hiperdsido, isoquercitrina,
quercetina, quercitrina e rutina.

Para su realizacién se siguio el método descrito por Sagratini et al. (2008). Se utilizé un
sistema HPLC Hewlett Packard HP-1090 (Palo Alto, EUA) equipado con una bomba ternaria
para los disolventes, un sistema automatico de carga de muestras HP-1090 (con volumen de
inyeccion de 20 ul) y DAD (Figura 3.5.). El analisis se realizé utilizando una columna LUNA C1s
(250 mm de largo y diametro interno de 4.6 mm, siendo el tamafio de particula de 5 um y el

tamafio de poro de 100 A) de Phenomenex USA

(distribuida por Chemtek Analytica, Italia). Como fase

-\ 1\ mévil se empled una mezcla a proporciones variables

de tres soluciones (A, B y C), segun se detalla en la

= Tabla 3.3. Los sistemas eluyentes finalmente fueron:

A = agua / &cido fosférico al 0.02% con pH 2.7; B =
acetonitrilo / metanol (90:10 v/v); C = acetato de etilo /
Figura 3.5, Cromatégrafo [mezcla de A+B (10% A, 90% B v/v)] (10:90 v/v). La

HPLC-DAD utilizado en la velocidad de flujo de la elucién (caudal) fue de 1
investigacion.

ml/min por un total de 130 min por cada andlisis. Los

componentes se analizaron en relacién con las
longitudes de onda caracteristicas de cada uno de ellos: A=210 nm para &cido clorogeénico,
hiperdsido, isoquercitrina, quercetina, quercitrina y rutina; A=270 nm para hiperforina y A=590 nm
para hipericina.

Para llevar a cabo el analisis, se disolvieron las muestras en metanol a una
concentracion de 1 mg/ml. Para el calibrado del instrumento se recurrié al método del patron
externo de estandares: se utilizaron soluciones disueltas en metanol a varias concentraciones de
los ocho metabolitos secundarios a investigar (100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 10 ppm y 5 ppm)
(Tabla 3.4). La identificacion de los analitos en las muestras se basé en la comparacion directa
de sus tiempos de retencién con los tiempos de retencion de los estandares analizados al HPLC

bajo las mismas condiciones.
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Tabla 3.3.

Gradiente de elucion lineal usado en al analisis con HPLC-DAD.

Tiempo (min)

Disolvente A (%) Disolvente B (%)° Disolvente C (%)°

0 85 15 0
10 65 35 0
30 10 90 0
60 0 0 100
70 0 100 0
105 85 15 0
130 STOP STOP STOP

Z Disolvente A = agua / acido fosférico al 0.02%, pH 2.7
. Disolvente B = acetonitrilo / metanol (90:10 v/v)
Disolvente C = acetato de etilo / [mezcla de A+B (10% A, 90% B v/v)] (10:90 v/v)

Ademas, como verificacion de los resultados obtenidos, se compararon las muestras y

los estandares en relacion a sus espectros UV/visible usando el detector DAD. Finalmente, las

concentraciones de los analitos en los extractos se hallaron estableciendo una proporcion entre

sus areas bajo la curva y la de los respectivos estandares. Los resultados se expresaron en mg

por cada g de planta (en el caso de los extractos MeOH y Soxhlet). El ensayo se realizd por

triplicado.
Tabla 3.4. Parametros de los patrones externos usados para validar el método en
HPLC-DAD.
Compuesto Rango Longitud Tiempode Recta de calibrado R’ LoD’ LOQd
concentraciones de onda retencién’ (mg/l)  (mgll)
(mg/l) (nm) (min)
Acido clorogénico 5-100 210 5.15 y = 14.0486x - 9.0464 0.9980 1 5
Rutina 5-100 210 18.47 y = 26.466x + 2.6982 0.9982 0.1 0.5
Hiperdsido 5-100 210 19.22 y = 32.426x - 20.7894 0.9993 0.1 0.5
Isoquercitrina 5-100 210 19.67 y = 28.7013x - 5.2504 0.9994 0.1 0.5
Quercitrina 5-100 210 22.70 y = 55.227x - 66.415 0.9996 0.1 0.5
Quercetina 5-100 210 30.58 y = 71.829x - 71.103 0.9996 0.2 0.8
Hiperforina 2.5-50 270 58.07 y = 7.7078x + 0.9519 0.9994 0.3 1
Hipericina 5-100 590 75.79 y = 37.864x + 9.7612 0.9998 0.1 0.5

° Rango de 5 puntos de concentraciones: 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 10 ppm y 5 ppm (para el

rango 5-100 mg/l); 50 ppm, 25 ppm, 10 ppm, 5 ppm, 2.5 ppm (para el rango 2.5-50 mg/l).

0 < 2.52%.
LOD (Limit Of Detection, Limite de Deteccion) = 3 x ruido de fondo.
LOQ (Limit Of Quantification, Limite de Cuantificacion) = 10 x ruido de fondo.
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I11.2.3. HPLC/ESI-MS. Protocolo
experimental

Se investigaron desde el punto de
vista cualitativo cuatro naftodiantronas
(hipericina, pseudohipericina,
protohipericina, protopseudohipericina). En
el caso de la hipericina se proporcionaron

ademas datos cuantitativos.

El analisis se efectué con un HPLC

Figura 3.6. Cromatdgrafo HPLC/ESI-
MS utilizado en la investigacion. Agilent 1100 (Santa Clara, EUA) equipado

con un sistema automatico de carga de

muestra, una bomba binaria para los disolventes, un MS acoplado a un ESI operando en modo
negativo (Figura 3.6).

Como fase estacionaria se utilizé una columna LUNA C18 (250 mm de largo y diametro
interno de 4.6 mm, tamafio de particula 5 ym y tamafio de poro de 100 A) de Phenomenex USA
(distribuida por ChemtekAnalytica, Italia). Como fase mévil se empled una mezcla a proporciones
variables de dos soluciones (A y B, siendo A = agua y B = acetonitrilo/metanol 90:10 v/v) en base
a un gradiente lineal: a 0 min, 10% B; a 15 min, 100% B. La velocidad de flujo de la elucién
(caudal) fue de 1 ml/min y el volumen de inyeccién de 5 pl. Los parametros de trabajo del ESI
fueron: temperatura del nebulizador de 325 °C, presion del gas secante (nitrogeno) de 50 psi,
voltaje de 3500 V, velocidad de flujo del gas secante (nitrégeno) de 11 ml/min y rango operativo
m/z de 100-1000. Las condiciones para el analisis se optimizaron para cuantificar la hipericina y
detectar de forma cualitativa las otras naftodiantronas. Para ello se monitorearon los iones

moleculares [M-H]- (como se describe
Tabla 3.5. Tiempos de retencién y iones

en la Tabla 3'5) por medio de la moleculares de los metabolitos analizados en

identificacién del pico ion molecular HPLC/ESI-MS.
(EIC) partiendo del cromatograma total
. . Compuesto Tiempo lon
(TIC). Para el calibrado del instrumento de molecular
. . . . retencion [M-H]™
se recurrio al método del patrén externo: (min) (m/2)
se inyectaron 5 pl de una solucion de
Hipericina 12.9 503.2
hipericina a varias concentraciones (50 Pseudohipericina 10.2 519.3
. Protohipericina - 505.2
m, 10 ppm, 5 ppm, 1 ppm y 5 ppm); se
PP PP PP ppmy > pp ) Protopseudohipericina - 521.3

realizaron 5 inyecciones para cada
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concentracion determinando asi la o del método analitico en valores que iban de 2.43% a 3.70%,
ademas de R2 = 0.9986 (para la recta de calibrado), LOD = 0.01 mg/l y LOQ = 0.05 mg/l. Los

resultados se expresaron en mg por cada g de planta de partida.

I11.3. GC: Cromatografia de gases

La cromatografia de gases se ha utilizado en este trabajo de investigacion para el
andlisis cualitativo y cuantitativo de los aceites esenciales de los diferentes hipéricos en estudio
(ver apartado I1.4 del capitulo Material y Métodos). Mas concretamente se opt6 por realizar un
estudio cualitativo con el GC-MS, tras el cual sigui6 un estudio cuantitativo por medio del GC-
FID. Finalmente, se compararon los resultados obtenidos mediante una revision estadistica, el

analisis de componentes principales (PCA).

I11.3.1. Fundamento tedrico

El método mas adecuado para el analisis de los constituyentes de un aceite esencial,
dada su gran volatilidad, es la cromatografia de gases (GC). Habida cuenta de su facilidad de
ejecucion, tiempo de analisis corto, fiabilidad de resultados y posibilidad de automatizacion del
proceso, se considera como muy Util tanto para el analisis cualitativo como para el cuantitativo
(Bruneton 2004).

La cromatografia de gases (GC) es una técnica cromatografica en la cual se hace pasar
la muestra en forma gaseosa a través de una columna cromatografica. La GC usada en esta
investigacion es la que se clasifica como cromatografia gas-liquido, en la que se produce una
distribucion de los componentes de una muestra entre una fase mdvil gaseosa y una fase
estacionaria constituida por un liquido no volatil inmovilizado sobre la superficie de un solido
inerte que recubre la pared interior de una columna. Los analitos, después de ser separados a
través de la columna, llegan al detector (Harris 2007; Skoog et al. 2001).

Aligual que en la técnica de HPLC, se pueden usar diversos tipos de detectores. En este
caso hemos utilizado la combinacién del MS con el FID, como se requiere por la IOFI
(International Organization of the Flavor Industry) y por revistas cientificas como Flavour and
Fragrance Journal y Journal of Agricultural and Food Chemistry (Rubiolo et al. 2010). El
espectrometro de masas MS es un aparato que mide la relacién masa-carga (m/z) de iones,
calentando el compuesto a analizar hasta vaporizarlo e ionizarlo. Con frecuencia se encuentra

como detector de un cromatografo de gases en una técnica hibrida conocida por sus iniciales en
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inglés, GC-MS. En el detector FID (Flame lonization Detector o Detector de ionizacion de llama),
el efluente de la columna cromatogréafica (gas portador y analito) se quema a la temperatura de
una llama de hidrégeno/aire haciendo que se pirolicen y produzcan iones y electrones, los cuales
pueden conducir la electricidad a través de la misma llama. Los dos detectores proporcionan
informacién cualitativa mediante los tiempos de retencidén (tr) observados para cada
componente, mientras que la informacién cuantitativa es dada por las areas de los picos (Harris
2007; Skoog et al. 2001).

I11.3.2. GC-MS. Protocolo experimental

El andlisis se realiz6 con un cromatografo Agilent 6890N (AgilentTechnologies, EUA)
acoplado a un espectrometro de masas Agilent 5973N (AgilentTechnologies, EUA) (Figura 3.7).
Se usd una columna HP-5MS (Agilent J&W Scientific, EUA) con las siguientes caracteristicas: 30
m de longitud, 0.25 mm de diametro interno y
recubierta con un espesor de 0.1 um de 5%-fenil-
poli(metilsiloxano) (fase estacionaria). Se mantuvo la
programacion de temperatura que sigue: 5 min a 60
°C, transcurridos los cuales se incrementd la
temperatura de 4 °C/min hasta los 220 °C; luego se

subio hasta los 280 °C a razén de 11 °C/min y se

mantuvo por 15 min a esa temperatura por un total de

Figura 3.7. GC-MS
utilizado en la investigacion. 65 min. La temperatura del inyector se mantuvo en

280 °C; el gas portador usado fue el helio (caudal de

1.0 ml/min); el volumen de inyeccion fue de 2 ul y se
recurrié a un inyector split/spiltless (relacion split 1:50). El tiempo de escaneado del detector de
masas fue de 75 min con un rango de masas de 29-400 m/z; los espectros se obtuvieron por
medio de una fuente de ionizacién por impacto de electrones (El) operando con un voltaje de
ionizacion de 70 eV. Los aceites esenciales se diluyeron en n-hexano en proporcion 1:100. Los
datos se recolectaron con el programa MSD ChemStation (Agilent, Version G1701DA D.01.00).
La identificacion cualitativa de los componentes volatiles de los aceites esenciales se realizd por
comparacion de los espectros de masa obtenidos por CG-MS con los archivos de las bibliotecas
de espectros (Wiley275, NIST08, Adams2007, FFNSC2 y una biblioteca interna de los
investigadores del departamento hecha con analisis de estandares comerciales) (Adams 2007;
NIST08 2008; FFNSCO02 2012; Maggi y Ferreti 2008; Maggi et al. 2010a).
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I11.3.3. GC-FID. Protocolo experimental

El analisis se realizd con un cromatdgrafo Agilent 4890D (Agilent Technologies, EUA)
acoplado a un detector de ionizacién de llama (FID) (Figura 3.8). Se us6 una columna HP-5
(Agilent J&W Scientific, EUA) con las siguientes caracteristicas: 5%-fenil-95%-metilpolisiloxano
(fase estacionaria), 25 m de longitud, 0.32 mm de didmetro interno y recubierta con un espesor
de 0.17 um de 5%-fenil-poli(metilsiloxano) (fase estacionaria). La programacion de temperatura
fue la misma que se uso para el analisis con GC-MS (ver apartado 111.3.2 del capitulo Material y
Métodos). La temperatura del inyector se mantuvo en 280 °C; se usé el helio como gas portador
(caudal de 1.8 ml/min); el volumen de inyeccion fue de 1 pl y se recurri6 a inyector split/spiltless
(relacion split 1:34). Para calcular el indice de retencion de cada analito (Rl), se inyectdé una
mezcla de alcanos lineales Cg — Cao disueltos en n-hexano siguiendo la misma programacion de
temperatura utilizada para el anélisis con GC-MS. Los aceites esenciales se diluyeron en n-
hexano en proporcion 1:100. El andlisis se realiz6
por triplicado. Los datos se analizaron con el
programa HP3398A GC ChemStation (Hewlett
Packard, Rev. A.01.01). La cuantificaciéon de los
componentes volatiles de los aceites esenciales

se llevo a cabo usando como referencia las areas

de los picos de cada uno con respecto al area

total de los picos del cromatograma (Maggi y

Figura 3.8. GC-FID
utilizado en la investigacion. Ferreti 2008; Maggi etal 20103).

I11.3.4. PCA: Analisis de Componentes Principales

En la actualidad, muchos investigadores recurren a la utilizacion de analisis estadisticos
multivariante para definir con mayor precision los resultados de un analisis quimico-analitico de
los aceites esenciales, con el fin de definir los quimiotipos que puedan existir en el seno de
variaciones intraespecificas (Keefover-Ring et al. 2009). Uno de los mas utilizados en el campo
de la quimiotaxonomia ha sido el analisis de componentes principales (PCA, Principal
Component Analysis), la cual es una técnica estadistica que trata de representar un conjunto de
datos en una nube de puntos en dos dimensiones, ordenandolos por importancia (Andrés y Luna
del Castillo 2004). En el caso concreto de esta investigacion, la técnica se ha utilizado para
observar las posibles relaciones entre los aceites esenciales estudiados e identificar los

principales componentes responsables de la variabilidad entre ellos. El anélisis se llevo a cabo
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con los resultados de las cantidades obtenidas en GC de los aceites esenciales de los hipéricos
estudiados. Se ha realizado una tabla recurriendo al uso del programa estadistico STATISTICA
7.1 (StatSoft Italia, 2005), tomando los datos de los aceites esenciales de las cuatro especies

estudiadas presentes en concentracion igual o mayor al 1% (Sagratini et al. 2012).
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IV. ACTIVIDAD BIOLOGICA

En esta Tesis Doctoral se llevo a cabo el estudio in vitro de las actividades antioxidantes,

antibacterianas y citotoxicas de diferentes extractos obtenidos de los hipéricos en estudio, las

cuales comentamos a continuacion.

IV.1. Productos quimicos utilizados

En los ensayos de capacidad antioxidante se utilizaron los siguientes productos quimicos:
ABTS (Sigma-Aldrich, ltalia), acido acético glacial (Sigma-Aldrich, ltalia), acido clorhidrico
(Sigma-Aldrich, Italia), acido galico (Sigma-Aldrich, ltalia), carbonato de sodio anhidro
(Sigma-Aldrich, ltalia), citrato de sodio trihidrato (Sigma-Aldrich, Italia), DPPH (Sigma-Aldrich,
ltalia), metanol (Carlo Erba, Italia), persulfato potasico (Sigma-Aldrich, Italia), TPTZ (Sigma-
Aldrich, ltalia), reactivo Folin—Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Italia), tricloruro férrico hexahidrato
(Sigma-Aldrich, Italia) y Trolox (Sigma-Aldrich, Italia).

Para los ensayos de actividad citotoxica se utilizo: cisplatino, DMEM, DMSO, etanol,
estreptomicina, L-glutamina, HI-FBS, MTT, penicilina, PBS y RPMI 1640, siendo todos de
Sigma-Aldrich, EUA.

En las pruebas de actividad antimicrobiana se emplearon los siguientes productos y
materiales: discos de papel de filtro estériles de 6 mm de didmetro (Oxoid, UK), discos
antibiéticos (amoxicilina/acido clavulanico 20/10 pg; aztreonam 30 ug; ciprofloxacino 5 pg;
oxacilina 30 pg; vancomicina 30 pg siendo todos de Oxoid, UK), DMSO (Sigma-Aldrich,
EUA), medio de cultivo Miller Hinton (BioMérieux, Francia), placas de agar sangre
(BioMérieux, Francia), vancomicina en polvo (potencia < 900 pg/mg, Sigma-Aldrich,
Espafia).

En todos los ensayos donde fue necesario utilizar agua desionizada y purificada, ésta se
obtuvo con un sistema Milli-Q SP ReagentWaterSystem (Millipore,EUA).
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IV.2. Capacidad antioxidante

Existen diversos métodos para la determinacion del potencial antioxidante de diferentes
muestras biolégicas (como plasma sanguineo o tejido), extractos o compuestos. Estos métodos
se basan normalmente en la capacidad de las sustancias con poder antioxidante de retrasar la
oxidacién, detener la formacion de radicales y/o impedir la ruptura de hidroperéxidos. En la
actualidad, no existe un método que refleje de forma completa la actividad antioxidante de una
muestra debido a la complejidad de los procesos de oxidacion. Por ello, se hace necesario
trabajar con varios métodos para facilitar la comparacién e interpretacion de los resultados
(Sanchez-Moreno 2002; Aruoma 2003; Zou et al. 2004; Gioti et al. 2009; Miguel 2010b; Or¢ic et
al. 2011; Amorati et al. 2013).

En base a las reacciones quimicas implicadas, la mayor parte de los métodos sobre
capacidad antioxidante in vitro se puede dividir en dos grupos: métodos basados en una reaccion
de transferencia de un atomo de hidrogeno (HAT, por sus siglas en inglés) o métodos basados
en una reaccion de transferencia de un electron (SET, por sus siglas en inglés). Los métodos
HAT miden la habilidad que posee un antioxidante para captar radicales libres por donacion de
atomos de hidrégeno, mientras que los métodos SET detectan la capacidad potencial de un
antioxidante de transferir un electron para reducir cualquier compuesto incluidos los metales,
carbonilos o radicales. No obstante, las reacciones HAT y SET pueden ser dificiles de distinguir
ya que las reacciones de transferencia de atomos de hidrégeno pueden ser el resultado de
transferencia de electrones acoplada a protones (Tsuchii et al. 2004; Barata Vallejo y Postigo
2012; Slodowicz et al. 2011).

Dado que los extractos de plantas tienen una enorme variedad de compuestos
fitoquimicos que pueden ejercer su actividad antioxidante por multiples mecanismos, el estudio
de su capacidad antioxidante no puede ser evaluado con un unico método, sino que deben
utilizarse diferentes métodos con diferentes reactivos y mecanismos para la medida de dicha

capacidad.

HO HO.

OH

(22) (23)

Figura 3.9. Trolox (22) y vitamina E (23).
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Generalmente, la eficacia antioxidante de las muestras ensayadas se compara con
patrones conocidos como, por ejemplo, el Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico) (22), que es un analogo sintético de la vitamina E (23) (Figura 3.9) (Arnao et al.
1999). De hecho, los resultados se suelen expresar en la mayoria de los trabajos haciendo
referencia a la capacidad antioxidante equivalente al Trolox: TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity), que se define como la concentracién mM de Trolox que tiene la misma capacidad
antioxidante que una solucién 1 mM de la muestra bajo investigacion (Miller et al. 1993; Re et al.
1999; Antolovich et al. 2002).

En este trabajo de investigacion, la capacidad antioxidante in vitro de los extractos
obtenidos de las diferentes especies de Hypericum se ha estudiado a través de tres ensayos
diferentes: la reaccion con el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), la reaccién con el radical
acido 2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS) y la medida de la capacidad reductora
del hierro (del ion férrico) (método FRAP, por sus siglas en inglés). Estos ensayos son muy
usados en el estudio de este tipo de compuestos por ser répidos, fiables y no requerir un
equipamiento sofisticado. Asimismo se determin6 el contenido de fenoles totales de los extractos
mediante el ensayo colorimétrico de Folin-Ciocalteu, ya que se ha observado una correlacion
positiva entre la actividad antioxidante y el contenido en compuestos fendlicos libres de los
extractos (Arnao et al. 1999; Aruoma 2003).

IV.2.1. Reaccion con el radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH)

1V.2.1.1. Fundamento tedrico
Este método se basa en la reduccion del radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH, 24)
por los antioxidantes de la muestra. Se trata de un radical estable, de color violeta en su forma
oxidada, que en presencia de un agente antioxidante (AH) se reduce a DPPH-H (25) y su color

cambia a amarillo debido a la presencia del grupo

; 2 n\:ap: P Tt picrilo (Figura 3.11). Esta reaccion se puede medir

| oo LB con un espectrofotometro a una A aproximada de 517
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l COPDIDODES 5. nm, ya que la absorbancia caracteristica del radical

| hz':‘gf"go‘"‘” DPPH en solucién metandlica disminuye con la
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o€ ""«9@,@. presencia de un antioxidante u otro radical. Es
Figura 3.10.  Reaccion posible, por lo tanto, cuantificar la capacidad
con DPPH en una o .
microplaca  utilizada en antioxidante que posee un extracto mediante la

nuestra investigacion. . .y .y
J determinacion del grado de decoloracién que produce
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a una solucion metanolica de DPPH (Figura 3.10). Cuanto mas rapidamente decrece la
absorbancia, mas potente es la actividad antioxidante de un extracto o sustancia en términos de
capacidad de donar electrones. Entre las ventajas de usar este método, se tiene que el ensayo
DPPH es un método rapido y sencillo y que no requiere de un equipamiento sofisticado. La
desventaja que tiene este método es que sdlo puede disolverse en medio organico y en algunos
casos la interpretacion resulta complicada, ya que algunos antioxidantes pueden causar
interferencias si poseen un espectro de absorcién similar al DPPH (Blois 1958; Brand-Williams et
al. 1995; Huang et al. 2005; Baser 2010; Miguel 2010b).

O T 90

DPPH (24) DPPH-H (25)
color violeta color amarillo
(oxidado) (reducido)

Figura 3.11.  Reaccion del 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) (24) con un
antioxidante (AH) para dar DPPH-H (25). El esquema simplificado es solo ilustrativo,
no pretende dar el mecanismo de reaccién en sus detalles.

1V.2.1.2. Protocolo experimental

Para la evaluacion de la actividad antioxidante por DPPH se siguio el método
desarrollado por Blois (1958) y Brand-Williams et al. (1995) con las modificaciones de Srinivasan
et al. (2007) y Woguem et al. (2014) para ser usados con lectores de microplacas. Se preparo
una solucién metandlica de DPPH (M pppr = 394.32 g/mol) a una concentracion de 100 uM
(equivalente a 40 ug/ml) en un recipiente opaco recubierto totalmente con papel de aluminio,
conservandose a una temperatura de -20 °C hasta su uso. Las muestras a ensayar se
disolvieron en metanol en concentraciones de 0.6 mg/ml a 4.3 mg/ml para los extractos y
fracciones y de 2 mg/ml a 6.3 mg/ml para los aceites esenciales. Se utiliz6 como sustancia
antioxidante de referencia el Trolox (22) (M Troiox = 250.29 g/mol), preparandose una solucién
metandlica 0.4 mM (equivalente a 0.1 mg/ml).

El ensayo se realiz6 sobre microplacas BD Falcon (BD, EUA) de 96 pocillos, siendo el

volumen final de los pocillos de 200 ul: 50 I de las muestras a ensayar y 150 ul de la solucién
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metanolica de DPPH. Para ello, se realizaron diluciones seriadas de las concentraciones iniciales
de los extractos a ensayar o del Trolox desde el pocillo n® 1 hasta el pocillo n° 7, de tal manera
que la primera dilucion del extracto a ensayar era ya de 1/2 con respecto a la concentracion
inicial (pocillo 2) y asi sucesivamente hasta una dilucion 1/64 veces mas baja que la
concentracion inicial en el pocillo n® 7. El pocillo n° 8 se reservd para el blanco (metanol, sin
extracto ni Trolox). Finalmente, se adicionaron 150 ul de la disolucién de DPPH preparada con
anterioridad y se incubaron las microplacas en una estufa (37 °C) por 20 min. Transcurrido este
tiempo, se procedié a la lectura de la absorbancia en un lector de microplacas modelo FLUOstar
Omega (BMG Labtech, Alemania) a una A=517 nm. Cada muestra se ensay0 por triplicado con el
fin de obtener una mayor correlacién de los datos.

Con los resultados obtenidos, se construy6 una curva de regresion no lineal con una
ecuacién de decaimiento exponencial en una fase, colocando en abscisas los valores de
absorbancias obtenidos y en ordenadas las concentraciones de las muestras de partida (pg/ml)
y se calculd el valor de ICso (expresado en pg/ml), que se define como la concentracion de
muestra necesaria para disminuir en un 50% la concentracién inicial de DPPH. El porcentaje de
inhibicion de la actividad del DPPH se calculd empleando la ecuacion 3.1, donde Avianco
representa la absorbancia del blanco (MeOH + DPPH) y Amuestra €S la absorbancia de la muestra
(muestra + DPPH).

(Ablanco - Amuestra)
Ablanco

% de inhibicion = 100

Ecuacion 3.1.  Ecuacioén general para el calculo del porcentaje de inhibicién de la
actividad del DPPH.

Al relacionar los valores de ICso del Trolox y el ICso de cada una de las muestras se
calculé la TEAC mediante la ecuacion 3.2, donde el término “x” representa el valor numérico de

TEAC que se expresa en mg de equivalentes de Trolox por g de muestra (mg TE / g muestra).

|C50 Trolox * |C50 muestra = X ¢ 1000 mg muestra

Ecuacion 3.2. Ecuacion que relaciona el IC,, del Trolox con el IC,, de la muestra.



3. MATERIAL Y METODOS
IV. Actividad bioldgica

Conociendo la masa molar del Trolox (Mrrlox = 250.29 g/mol), se expresaron finalmente
los resultados obtenidos con las muestras ensayadas en umol TE / g muestra.

El analisis de los datos se efectu6 mediante el paquete estadistico GraphPadPrism
(GraphPad Software, EUA) en su version 6.0. Los resultados fueron expresados como la media

+ desviacion estandar de tres determinaciones.

I1V.2.2.Reaccion con el radical ABTS* (acido 2,2’-azinobis- (3-etilbenzotiazolin)-6-

sulfénico)

1V.2.2.1. Fundamento tedrico

El método consiste en observar con la ayuda de un espectrofotometro la decoloracién
del radical estable ABTS** (de color azul verdoso) cuando interacciona con un antioxidante (AH)
(Figura 3.13). En este método, el radical ABTS**
se genera directamente en el medio de reaccion
a partir del ABTS (26) (Figura 3.14) tras una
reaccion que puede ser quimica (dioxido de
manganeso, persulfato potasico), enzimatica
(peroxidasa, mioglobina) o electroquimica, siendo

la forma mas usual generarlo quimicamente

Figura 3.12. Reaccion con utilizando persulfato potasico. Este radical es

ABTS"™ en una microplaca utilizada

) o quimicamente estable, presenta un color
en nuestra investigacion.

azuliverde con su maximo de absorbancia a 734

nm y es soluble tanto en agua como en
disolventes orgénicos, por lo que con este método se puede medir la actividad de compuestos
tanto hidréfilos como lipdfilos.

Tras la generacion

o+
del croméforo ABTS™, la ABTS + AH >  ABTS + A

adicion de sustancias color azul verdoso incoloro

o . (oxidado) (reducido)
antioxidantes al medio de
Figura 3.13. Reaccion del radical ABTS™ con un

reaccion produce una antioxidante (AH) para dar ABTS. El paso previo (no

disminucién de la ilustrado) es la formacion del radical ABTS™ directamente en
el medio de reaccién. El esquema es solo ilustrativo, no
concentracion de  este pretende dar el mecanismo de reaccion en sus detalles.
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radical, produciéndose una caida de absorbancia que puede cuantificarse con un
espectrofotometro a una longitud de onda de 734 nm (Figura 3.12) (Miller et al. 1993; Re et al.
1999; Antolovich et al. 2002; Henriquez et al. 2002).

Figura 3.14. Acido 2,2’-azinobis- (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS) (26).

1V.2.2.2. Protocolo experimental

Para la realizacién del ensayo se siguid el protocolo descrito por Re et al. (1999) y
modificado por Woguem et al. (2014) para su realizacién en microplacas de 96 pocillos. El radical
ABTS** se gener6 mediante la reacciéon de 10 ml de una solucién 7 mM de ABTS (M agts =
514.62 g/mol equivalente a 3.8 mg/ml) con 10 ml de una solucion 2.45 mM de persulfato de
potasio (K2S20g, equivalente a 0.7 mg/ml), dejando esta mezcla reaccionar a temperatura
ambiente en la oscuridad durante 12 h antes de usarla. Después, una alicuota del radical ABTS**
asi formado (1 ml) se diluyé en 60 ml de MeOH hasta proporcionar una absorbancia de 1.0 +
0.02 unidades a A=734 nm, guardandose en un recipiente opaco recubierto totalmente con papel
de aluminio a una temperatura de - 20 °C hasta el momento de su uso. Las muestras a ensayar
se disolvieron en metanol en concentraciones de 0.6 mg/ml a 4.3 mg/ml para los extractos y
fracciones y de 2 mg/ml a 6.3 mg/ml para los aceites esenciales. Se utiliz6 como sustancia
antioxidante de referencia (control positivo) el Trolox (22), preparandose una solucion metandlica
0.4 mM (equivalente a 0.1 mg/ml).

El ensayo se realizd sobre microplacas BD Falcon (BD, EUA) de 96 pocillos, en los que
se colocd 50 pl de las muestras a ensayar y 150 ul de la solucion diluida de ABTS*. En este
ensayo se realizaron diluciones en serie siguiendo el mismo protocolo que el descrito en el
método del DPPH (ver apartado IV.2.1.2 del capitulo Material y Métodos). Las microplacas se
incubaron en una estufa (37 °C) por 20 min y transcurrido este tiempo se procedio a la lectura de
la absorbancia en un lector de microplacas modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, Alemania)

a una longitud de onda de 714 nm. Cada muestra fue ensayada por triplicado.
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Con los resultados obtenidos, se calculd la concentracion inhibitoria 50 (ICs0) y la

capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC), igual que en el ensayo del DPPH (ver

apartado IV.2.1.2 del capitulo Material y Métodos).

1V.2.3.Medida de la capacidad reductora del hierro: método FRAP (Ferric ion Reducing

Antioxidant Power)

1V.2.3.1. Fundamento tedrico

El método de FRAP (poder antioxidante de
la reduccién férrica, por sus siglas en inglés) es un
método de transferencia de electrones que se basa
en el poder que tiene una sustancia antioxidante
para reducir el Fe3* a Fe?*, EI método consiste en la
reduccion del hierro férrico (Fe3*) que se encuentra
formando un complejo con el compuesto orgénico
2,4 6-tripiridil-s-triazina (més comunmente llamada
tripiridiltriazina, TPTZ) (27) (Figura 3.16). Cuando el

AN
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Figura 3.16. 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ)
(27)

Figura 3.15. Reaccion
por el método FRAP en
una microplaca utilizada
en nuestra investigacion.

complejo TPTZ-Fe*3 (incoloro) es reducido
por un antioxidante (AH) a la forma ferrosa
(TPTZ-Fe*2) toma un color azul intenso
que presenta un maximo de absorcion a
593 nm, siendo la intensidad de color
proporcional a la capacidad reductora del
compuesto ensayado (Figuras 3.15, 3.17).
(Benzie y Strain 1996; Benzie y Szeto
1999).

1V.2.3.2. Protocolo experimental

Para la realizacién del ensayo se siguio el método propuesto por de Benzie et al. (1996,

1999) modificado para adaptarlo a las microplacas BD Falcon (BD, EUA) de 96 pocillos (Miller et

al. 2010; Quassinti et al. 2013a; Venditti et al. 2013).
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TPTZ-Fe* + AH —>  TPTZ-Fe?

incoloro color azul intenso
(oxidado) (reducido)
Figura 3.17. Reaccién de reduccion del complejo TPTZ — Fe” con un

antioxidante (AH). El esquema es solo ilustrativo, no pretende dar el mecanismo de
reaccion en sus detalles.

El reactivo FRAP consiste en la mezcla de tres soluciones preparadas por separado: A,
B y C. La solucién A consta de un tampdn acetato (300 mM a pH 3,6) preparado mezclando
citrato de sodio trihidrato (C2H3NaOz - 3H20; 3.1 g) con acido acético glacial (CH3COOH; 16 ml)
en 1 litro de agua destilada. La solucién B (TPTZ 10 mM en HCI) se prepara disolviendo TPTZ
(Mrprz = 312.33 g/mol; 9.37 mg) en 3 ml de HCI 40 mM, mientras que la solucién C esta
constituida por tricloruro férrico hexahidrato (FeCls- 6H20, 20 mM, Mrecis- sh2o = 270.26 g/mol;
16.2 mg) disuelto en agua destilada (3 ml). La soluciones A, B y C se mezclan usando una
relacion volumétrica de 10:1:1 (2.5 ml solucién A + 0.25 ml solucion B + 0.25ml solucion C). El
reactivo FRAP asi preparado se introduce en una estufa a 37 °C por 30 min antes de ser usado.
Las soluciones deben ser preparadas el mismo dia del ensayo.

Las muestras a ensayar se disolvieron en metanol en concentraciones de 0.6 mg/ml a
4.3 mg/ml para los extractos y fracciones y de 2 mg/ml a 6.3 mg/ml para los aceites esenciales.
Se utilizé como blanco el reactivo FRAP y como sustancia antioxidante de referencia (control
positivo) el Trolox (22), preparandose una solucion metanélica 0.4 mM (equivalente a 0.1 mg/ml).

En este ensayo se realizaron diluciones en serie de las concentraciones iniciales de los
extractos a ensayar o del Trolox al igual que en los ensayos descritos anteriormente, pero se
decidi6 realizar las diluciones en tubos de microcentrifuga del tipo “eppendorf’ de 0.6 ml
(Eppendorf, Alemania) antes de depositarlos en las microplacas porque se observo formacion de
precipitados. El volumen final de los eppendorf fue de 300 pl: 50 ul de las muestras a ensayary
250 ul de la solucion FRAP anteriormente preparada. La mezcla se mantuvo en la oscuridad
durante 10 min y después fue centrifugada (centrifuga Hermle Z 200 MH, Alemania).
Inmediatamente se tomaron 200 pl de cada muestra centrifugada y se depositd en una
microplaca BD Falcon (BD, EUA) de 96 pocillos, procediéndose a la lectura de la absorbancia en
un lector de microplacas modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, Alemania) a una longitud de
onda de 593 nm. Los ensayos se realizaron por triplicado.

El andlisis de los datos se realizd igual que como ya se describié para el ensayo del

DPPH (ver apartado 1V.2.1.2 de del capitulo Material y Métodos), obteniéndose la concentracion
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inhibitoria 50 (ICso) y la capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC), siendo la media de
tres repeticiones. Se ha optado por expresar el valor de la capacidad antioxidante como pmol
equivalentes de Trolox por g de muestra (umol TE / g muestra) al ser ésta una de las unidades

maés utilizadas en la bibliografia.

1V.2.4. Determinacién del contenido fendlico total

1V.2.4.1. Fundamento tedrico

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas que poseen un
anillo aromatico con al menos un grupo hidroxilo en su estructura molecular. Estos compuestos
muestran una importante actividad antioxidante, debida sobre todo a sus propiedades redox que
les permiten actuar como agentes reductores,
donadores de hidrégeno o simplemente como
captadores de oxigeno. La determinacion de
fenoles totales no estd directamente relacionada
con la medicion de la actividad antioxidante, pero

puede ser util si se combina con métodos para

medir dicha actividad, ya que se ha observado que

Figura 3.18. Determinacion

del contenido fendlico total en existen una correlacion positiva entre el contenido
una microplaca utilizada en . . .
nuestra investigacion. en compuestos fendlicos libres y la actividad

antioxidante total de la muestra (Elmastas et al.
2006; Gioti et al. 2009). El contenido fendlico total
de una muestra se puede evaluar por distintos métodos, siendo el colorimétrico de Folin -
Ciocalteu uno de los mas comunes y que mas se han usado. Este método mide la capacidad que
tienen los compuestos fendlicos para reducir el Mo (VI) a Mo (V), que se resume habitualmente
de forma gréfica como se observa en el Figura 3.19.
El reactivo de Folin-Ciocalteu de color amarillo esta formado por una mezcla de acido
fosfomolibdico (H3PMo12040) y 4cido
fosfotingstico (0 fosfowolframico)

Mo(Vl)  + e Mo(V
(HsPW+2040) que, en presencia de los o(V) e — o(V)

grupos hidroxilos de los compuestos color amarillo color azul
. . ) (oxidado) (reducido)

fendlicos y a pH basico, es reducido a

Lo . Figura 3.19. Esquema de reaccioén general

6xidos de wolframio (WsO23) y de del reactivo Folin con una especie fendlica en

molibdeno (MogO23), de color azul medio basico.
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HO o intenso. Esta reaccion, que se basa en la transferencia
de electrones, se puede medir con un
espectrofotometro a A = 760 nm, siendo proporcional el
color azul desarrollado al niumero de grupos hidroxilos

" > de la molécula fendlica (Figura 3.18) (Folin y Ciocalteu
1927; Singleton y Rossi Jr. 1965; Singleton et al. 1999;

Zhang et al. 2006). Este es un método simple, preciso

OH

Figura 3.20.  Acido gélico (28).

y reproducible, pero hay que tener en cuenta que el

reactivo de Folin-Ciocalteu no es especifico de los

compuestos fendlicos y puede reducirse por diversas
sustancias no fendlicas, como la vitamina C, entre otras. Por ello, se le afiade al medio de
reaccion carbonato sddico para obtener un pH en torno a 10 para que el fenol esté en forma de
fenolato y reaccione con el reactivo de Folin-Ciocalteu (Huang et al. 2005). El contenido de
fenoles totales generalmente, se expresa respecto a diferentes patrones, siendo lo usual
expresarlo en equivalentes de acido galico (28) (Figura 3.20) (Singleton y Rossi Jr. 1965; Huang
et al. 2005).

1V.2.4.2. Protocolo experimental

Para la determinacion del contenido de fenoles totales se siguié el método descrito por
Singleton et al. (1999) adaptado para su uso en microplacas BD Falcon (BD, EUA) de 96 pocillos
(Zhang, 2006). El reactivo de Folin-Ciocalteu, disponible comercialmente, fue diluido con agua
destilada a una concentracion final de 0.25 mg/ml. Se utilizé como blanco este reactivo diluido de
Folin-Ciocalteu y como polifenol de referencia (control positivo) el acido gélico, preparandose una
solucién en agua destilada 0.2 mM (equivalente a 1 mg/3 ml agua, siendo M scigo gaico = 170.12
g/mol;). Las muestras a ensayar se disolvieron en metanol en concentraciones de 0.6 mg/ml a
4.3 mg/ml para los extractos y fracciones y de 2 mg/ml a 6.3 mg/ml para los aceites esenciales.
En este ensayo se realizaron diluciones seriadas siguiendo el mismo protocolo que el descrito en
los anteriores métodos de actividad antioxidante (ver apartado 1V.2.1.2 del capitulo Material y
Métodos).

En una microplaca de 96 pocillos se colocaron 50 pl de las muestras a ensayar a
diferentes concentraciones y 150 ul de la solucién diluida del reactivo de Folin-Ciocalteu. Se dej6
a temperatura ambiente y a oscuras durante 8 min. A continuacién se afadieron 50 pl de
carbonato de sodio (Na2COs) saturado y diluido con agua destilada en proporcion 2:3, y se

incubd durante 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente se midié la
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absorbancia a 760 nm en un lector de microplacas (modelo FLUOstar Omega BMG Labtech,
Alemania).

El anélisis de los datos se realizd mediante el paquete estadistico GraphPadPrism
(GraphPad Software, EUA) en su version 6.0, como ya se describid para el ensayo del DPPH
(ver apartado IV.2.1.2 del capitulo Material y Métodos), con la diferencia de que los resultados
se expresaron como g equivalentes de acido galico por mg de muestra (ug GA Eq/mg muestra),

siendo la media de tres repeticiones.

IV.3. Actividad antimicrobiana

Parte de este trabajo de investigacion fue el andlisis de la actividad antimicrobiana de las
especies de hipérico estudiadas. Se realizaron ensayos de sensibilidad microbiana con el
método de difusion en agar (también conocido como método Kirby-Bauer) y se determiné la
concentracion minima inhibitoria (CIM) de todos los extractos y fracciones obtenidos a lo largo
del estudio. Los ensayos microbiol6gicos se realizaron utilizando bacterias Gram positivas y
Gram negativas, asi como varias cepas de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM) y de Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE).

1V.3.1. Método de difusién en agar

1V.3.1.1. Fundamento tedrico
El antibiograma basado en el método de difusion en agar es también conocido como
método Kirby-Bauer por el nombre de los investigadores que lo describieron (Bauer et al. 1966).
La técnica consiste en depositar sobre la superficie de agar de una placa de Petri, previamente
inoculada con el microorganismo, discos de papel secante impregnados con los diferentes
extractos en estudio. Transcurridas unas 18-24 horas de incubacion, los discos aparecen
rodeados por una zona de no crecimiento, registrandose un mayor diametro del halo cuanto

mayor sea el grado de inhibicion (Figura 3.21) (Winn et al. 2008).

1V.3.1.2. Protocolo experimental
El método que se siguid esta estandarizado y sigue las recomendaciones del CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI 2012).
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Los microorganismos ensayados para
los aceites esenciales y los extractos obtenidos
por Soxhlet de las especies de Hypericum
estudiadas fueron: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Escherichia coli ATCC 25922,

— < Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Por

Figura 3.21. Ejemplo de
desarrollo de una placa

utilizada en la investigacion. de los extractos metanolicos y las fracciones

otro lado, el estudio la actividad antimicrobiana

obtenidas de éstos se realiz6 sobre diferentes

cepas de SARM y BLEE aisladas por el
Hospital Universitario de Canarias: SARM cepa patron humano (452-3265); SARM origen
humano (colonizacion); SARM origen humano (infeccién); SARM origen porcino (cerdo negro
canario vivo) SCCmec IV; SARM origen porcino (cerdo blanco sacrificado) SCCmec IV; SARM
origen porcino (cerdo blanco sacrificado) SCCmec V; BLEE humano Escherichia coli; BLEE
humano Klebsiella pneumoniae; BLEE cepa aviar Escherichia coli.

Para la preparacion del inoculo de cada microorganismo se utilizaron colonias aisladas
de un cultivo puro y resembradas en placas de agar sangre que se incubaron en estufa con
atmdsfera de aire (JP Selecta, modelo Incudigit, Espafia) a 37 °C durante las 24 horas anteriores
a la realizacién de los ensayos. Con estas colonias se realizd una suspension bacteriana
equivalente a 0.5 del estandar de turbidez de la escala de McFarland (equivalente a 1.5*108
UFC/ml) y, a continuacién, se realizd la siembra en medio agar Miller Hinton. Transcurridos 5
min, se colocaron los discos de papel de filtro estériles de 6 mm de diametro y se inocularon con
10 I de las muestras en estudio (anteriormente preparadas disolviéndolas en DMSO en
concentraciones de 375 mg/ml a 100 mg/ml, a excepcién de los aceites esenciales que se
utilizaron sin diluir). Se incubaron las placas de Petri a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, se
realizo la lectura de los halos de inhibicién (medidos en mm) por medio de un calibre,
considerando que valores mayores de 6 mm indican una inhibicién del crecimiento. Se utilizo
ciprofloxacino (5 pg/disco) como antimicrobiano de referencia frente a las bacterias Gram
positivas y Gram negativas y DMSO como control negativo. Por otro lado, cuando se ensayaron
las cepas de SARM y BLEE, se us6 como controles positivos vancomicina (30 pg) vy
amoxicilina/acido clavulanico 20/10 pg y como controles negativos oxacilina (30 pg) y aztreonam
(30 pg) .Todos los ensayos se realizaron como minimo por duplicado y los resultados se

expresaron como medias de los valores.
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1V.3.2. Determinacion de la CIM
1V.3.2.1. Fundamento tedrico

La cuantificacion in vitro de la actividad de los antimicrobianos (naturales o de sintesis)
se evalla habitualmente mediante métodos de dilucion. Estos métodos se basan en la
determinacion del crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones crecientes
del antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio de cultivo (caldo). La concentracion mas
baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un microorganismo después de su
incubacién se conoce en microbiologia como concentracion minima inhibitoria (CIM) (Figura
3.22). La CIM puede ser determinada siguiendo las directrices de centros de referencia tales
como el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), BSAC (British Society for
Antimicrobial Chemotherapy) o EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) (Winn et al. 2008).

1V.3.2.2. Protocolo experimental

Para la realizacion de esta prueba se siguieron las recomendaciones del CLSI (CLSI
2012). Los microorganismos ensayados para los aceites esenciales y los extractos obtenidos por
Soxhlet de las especies de Hypericum estudiadas
fueron: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia
coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. Por otro lado, el estudio de la
actividad antimicrobiana de los extractos

metabdlicos y las fracciones obtenidas de éstos

se realizd sobre diferentes cepas de SARM

Figura 3.22. Ejemplo de
una microplaca utilizada en la
investigacion para la

determinacion de la MIC. SARM cepa patron humano (452-3265); SARM

aisladas por el Hospital Universitario de Canarias:

origen humano (colonizacién); SARM origen

humano (infeccion); SARM origen porcino (cerdo negro canario vivo) SCCmec IV; SARM origen

porcino (cerdo blanco sacrificado) SCCmec IV y SARM origen porcino (cerdo blanco sacrificado)
SCCmec V.

El medio de cultivo recomendado por el CLSI para la determinacién de la CIM es el caldo

Mdller Hinton. Se trabajé con placas de microtitulacién con 96 pocillos de fondo en U, donde en

cada una se ensay6 un muestra diferente. Con una pipeta multicanal se rellenaron los 96 pocillos

con 100 pl de caldo Miiller Hinton. En el pocillo n° 1 se depositaron 100 pl del extracto/fraccién
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previamente disuelto en DMSO (a una concentracion de 375 mg/ml para los extractos
metandlicos y fracciones obtenidos de éstos, y de 2.05 mg/ml para los extractos por Soxhlet),
mientras que los aceites esenciales se depositaron puros y se realizaron diluciones en serie. Se
utilizé vancomicina (preparada a una concentracion de 128 pg/ml en DMSQ) como antibiético de
referencia para las cepas SARM y el ciprofloxacino preparado a una concentracion de 32 pg/ml
en agua) para el resto de las bacterias ensayadas, realizandose las diluciones en serie similares
a las de las muestras en estudio. Se realizé un control negativo de esterilidad (sin indculo) y un
control positivo de crecimiento (sin antimicrobiano). Para la preparacién de los indculos se siguio
los mismos pasos descritos en el método de difusion en agar (ver apartado 1V.3.1.2 de del
capitulo Material y Métodos).

Tras realizar todas las diluciones en serie, se adicionaron 10 ul del indculo en cada
pocillo, se sellaron las placas con parafilm (Bemis, EUA) y se incubaron a 37 °C en estufa con
atmdsfera de aire (JP Selecta, modelo Incudigit, Espafia) durante 24 horas. Tras la incubacion se
procedio a la lectura de los resultados, determinandose la concentracion minima inhibitoria (CIM)
de cada una de las muestras, la cual se defini6 como la menor concentracion de antimicrobiano
que inhibi6 el crecimiento visible del microorganismo estudiado (no considerando crecimiento la

aparicion de colonias aisladas ni de un velo débil). Los ensayos se realizaron por duplicado.

IV .4. Actividad citotoxica: ensayo con lineas celulares tumorales

En la presente Tesis Doctoral se llevaron a cabo ensayos con lineas células tumorales

para evaluar la citotoxicidad de los extractos, fracciones y aceites esenciales objetos de estudio.

1V.4.1. Fundamento teérico

Este ensayo se basa en la reduccion intracelular del MTT [bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol] (29) de color amarillo por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa (SDH) para formar el formazan (30), un compuesto de color azul intenso/violeta
insoluble en soluciones acuosas que queda asi retenido en el interior de las células vivas (Figura
3.23). Esta reaccion se puede medir en un espectrofotometro a una A = 540 nm, siendo la
cantidad de formazan generado directamente proporcional al niumero de células vivas. Por tanto,
esta reaccion se usa como indicador de la viabilidad celular relativa: mide la supervivencia y

proliferacion celular (Mosmann 1983).
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MTT (29) formazan (30)
color amarillo color azul / violeta
(oxidado, soluble) (reducido, insoluble)

Figura 3.23. Reaccién del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) (29) con la enzima succinato deshidrogenasa (SDH) que lleva a la formacion
del compuesto insoluble formazan (30).

Este ensayo se basa en la reduccion intracelular del MTT [bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol] (29) de color amarillo por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa (SDH) para formar el formazan (30), un compuesto de color azul intenso/violeta
insoluble en soluciones acuosas que queda asi retenido en el interior de las células vivas (Figura
3.23). Esta reaccion se puede medir en un espectrofotometro a una A = 540 nm, siendo la
cantidad de formazan generado directamente proporcional al numero de células vivas. Por tanto,
esta reaccion se usa como indicador de la viabilidad celular relativa: mide la supervivencia y

proliferacion celular (Mosmann 1983).

1V.4.2. Protocolo experimental

El ensayo se ha llevado a cabo usando la metodologia descrita por Mosmann (1983) con
las pequefias modificaciones introducidas por Quassinti et al. (2013 b). En las pruebas se
utilizaron tres lineas celulares: A375 (linea celular de melanoma humano), HCT116 (linea celular
de carcinoma humano de colon) y MDA-MB 231 (linea celular de carcinoma mamario humano).
La linea celular HCT116 se cultivo en medio RPMI 1640 suplementado con 2 mM de L-
glutamina, 100 Ul/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 10% de HI-FBS. Las lineas
celulares MDA-MB 231 y A375 fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 2 mM de L-
glutamina, 100 Ul/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 10% de HI-FBS. Todas las
lineas celulares se cultivaron en incubadora a 37 °C en presencia de atmdsfera humeda para
prevenir la evaporacién (95% de humedad) y con 5% de CO.. La manipulacién de las células se

realizd en condiciones de esterilidad en cabina de flujo laminar.
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Las células se sembraron directamente en placas de cultivo de 96 pocillos (Iwaki, Japon)
a una densidad de 2 x 104 células/ml y se incubaron por 24 horas a 37 °C para permitir su
adherencia. Transcurridas 24 horas, se afiadieron a las células los extractos o los aceites
esenciales disueltos en etanol a una concentracion de 200 pg/ml y por medio de diluciones en
serie se llevaron hasta 0.78 pg/ml y se incubaron por 72 horas a una atmésfera humeda con 5%
de CO2 a 37 °C. Transcurrido este tiempo, se afiadié a cada pocillo 10 ul de MTT preparado
previamente a una concentracién de 5 mg/ml disolviéndolo en PBS (tampdn fosfato salino con
pH = 7.3). Seguidamente, la placa se incubd por 4 horas a 37 °C para permitir la formacién de las
sales de formazan. Posteriormente, se retiré el sobrenadante de los pocillos, se afiadieron 100 pl
de DMSO y se mantuvo en agitacién la placa por 15 min a temperatura ambiente para disolver
las sales de formazén formados. La intensidad de la reduccion intracelular del MTT se evalud
midiendo la absorbancia con un espectrofotémetro a una A = 540 nm usando un Titertek
Multiscan micro Elisa (Labsystems, Finlandia). Como control positivo se usé el cisplatino en
concentraciones entre 0.1 y 0.0015 pg/ml y como control negativo etanol (0.2%). Los
experimentos se realizaron por triplicado.

Para el analisis estadistico se empleo el paquete estadistico GraphPad Prism (GraphPad
Software, EUA) en su version 4.0. Se construy6 una recta de regresion lineal colocando en
abscisas los valores de absorbancias obtenidos y en ordenadas las concentraciones de partida
en los pocillos de la microplaca, obteniéndose el valor de la concentracion inhibitoria 50 (ICso),
que se define como la concentracion de la muestra a ensayar que inhibe el 50% del crecimiento
celular (ICso) con respecto al control negativo (etanol). Se realiz6 un andlisis de varianza

(ANOVA de una via) considerando como significativa una p < 0.01.
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Pagina anterior: Hypericum grandifolium Choisy.
[Imagen disponible en http:/iwww.jardincanario.org/inicio, web del Jardin Botanico Viera y Clavijo de Gran Canarias].



L. PREPARACION DE EXTRACTOS, FRACCIONES Y ACEITES
ESENCIALES

Dentro de los objetivos de esta Tesis Doctoral se encuentra la caracterizacion de los
constituyentes quimicos de las especies que hemos seleccionado para nuestro estudio. Por lo
tanto, se han realizado diferentes tipos de extractos del material vegetal que, posteriormente,
han sido evaluados cualitativa y cuantitativamente mediante diversas técnicas cromatogréaficas,
seleccionadas en funcién de las caracteristicas de los mismos. De acuerdo con lo anterior, se
han preparado los extractos metanolicos (MeOH) de las plantas seleccionadas (recogidas y
debidamente tratadas como se indica en los apartados I y I1.2 del capitulo Material y Métodos).
Posteriormente, parte de dicho extracto se ha fraccionado tratandolo con cloroformo,
obteniéndose asi dos fracciones: la fraccion cloroférmica (CHCIs) y la fraccion polar (FP), que
contiene aquellos productos que no fueron arrastrados por el cloroformo. Por otro lado, se realizo
una extraccion continua en Soxhlet y una hidrodestilacion mediante Clevenger, que nos ha
permitido obtener el extracto Soxhlet y el aceite esencial de las plantas seleccionadas (ver

apartado I1.3 y I1.4 del capitulo Material y Métodos).

Tabla 4.1. Rendimientos obtenidos en las preparaciones de los extractos,
fracciones y aceites esenciales de los hipéricos investigados. Valores expresados
en % con respecto al peso de droga seca.

Muestra Aceite ° Soxhlet Extracto / Fraccién
esencial
MeOH CHCI, FP
H. canariense 0.1 28.7 29.1 2.8 20.7
H. grandifolium 0.11 36.5 295 10.8 15.4
H. reflexum (La Esperanza) 0.14 42.6 32.2 14 30.6
H. reflexum (Ifonche) 0.15 33.7 nr.” n.r. n.r.

a . . . . .

Los valores estan corregidos con los resultados de las estimaciones del agua residual (ver
. apartado 11.4 del capitulo Material y Métodos).

n.r. = no realizado.
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Los rendimientos obtenidos en los diferentes métodos se muestran en la Tabla 4.1,
expresando los valores como porcentaje respecto al peso de la droga seca. En el caso de los
aceites esenciales, los rendimientos estan corregidos con los resultados de las estimaciones del
agua residual (ver apartado 11.4 del capitulo Material y Métodos).

Al analizar los resultados presentados en la tabla anterior, podemos observar que los
rendimientos obtenidos han sido en general mayores cuando la extraccion se realiza mediante el
método de Soxhlet, lo que viene a ratificar que es una técnica mas exhaustiva. También es de
resefiar, aunque era un resultado esperado, el bajo rendimiento de los aceites esenciales (con
valores entre un 0.11% y un 0.15%), siendo las dos especies de Hypericum reflexum las que

presentan el contenido de aceite esencial mas alto.
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IL.1. HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia

En esta Tesis Doctoral se han analizado cualitativa y cuantitativamente ocho
componentes caracteristicos del género Hypericum (acido clorogénico, hiperforina, hipericina,
hiperdsido, isoquercitrina, quercetina, quercitrina y rutina) mediante técnicas cromatogréficas de
alta eficacia: HPLC-DAD y HPLC/ESI-MS. A continuacion pasamos a comentar los resultados

obtenidos.

I1.1.1. HPLC-DAD
Los resultados encontrados mediante esta técnica cromatogréfica para los diferentes

extractos y fracciones de las especies de hipérico investigadas se muestran en las Tablas 4.2.

Tabla 4.2.  Concentracion de los componentes caracteristicos en los extractos Soxhlet
y MeOH obtenida mediante HPLC-DAD y expresada en mg por cada g de planta seca.

Muestra ¢ Extracto Acido Hiperforina Hipericina Hiperésido Isoquercitrina Quercitrina Quercetina Rutina
clorogénico

HC Soxhlet 3,191 nd. n.d. 0,262 0,911 n.d. 0,179 1,704
MeOH 1,590 n.d. n.d. 1,460 0,430 1,500 0,090 0,110

HGF Soxhlet 0,221 n.d. n.d. 3,623 0,248 1,077 0,132 n.d.
MeOH 1,210 n.d. n.d. 2,660 0,170 1,820 0,70 n.d.

HRE Soxhlet 10,082 n.d. n.d. 0.126 0,780 n.d. 0,143 7,875
MeOH 8,680 n.d. n.d. n.d. 0,430 n.d. 0,080 8,650

HRI Soxhlet 12,220 n.d. n.d. 0,137 0,638 n.d. 0,224 7,600

' HC = Hypericum canariense, HGF = Hypericum grandifolium, HRE = Hypericum reflexum (La
Esperanza), HRI = Hypericum reflexum (Ifonche).

Las desviaciones estandar de todos los valores oscilan entre 0.21% y 5.46%.
° n.d. = no detectado.

Si observamos la tabla anterior, podemos constatar que todas las especies de hipérico

analizadas poseen acido clorogénico, hiperosido, isoquercitrina y quercetina. Ademas, se
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encontré rutina (0,11- 8,65 mg/g) en todas las especies estudiadas excepto en el Hypericum
grandifolium, mientras que la quercitrina (1,50-1,98 mg/g) sélo fue detectada en Hypericum
canariense y en Hypericum grandifolium.

Debemos destacar los altos valores encontrados de &cido clorogénico (10,982-12,22
mg/qg) y rutina (7,6-8,65 mg/qg) para la especie Hypericum reflexum y los valores de hiperdsido
(3,63 mg/q) para Hypericum grandifolium.

Por otro lado, no se ha podido detectar la presencia por este método de hiperforina y de

hipericina en ninguno de los extractos o fracciones analizadas.

I1.1.2. HPLC/ESI-MS

Con el fin de confirmar la ausencia de algunas naftodiantronas (hipericina,
pseudohipericina, protohipericina, protopseudohipericina) en los hipéricos en estudio, se recurrio
a una técnica analitica mas selectiva y sensible, como es el HPLC/ESI-MS. Solo se sometieron a
esta técnica analitica los extractos hechos con el método de Soxhlet, ya que eran los que habian
dado mayor rendimiento en los analisis anteriores.

Tras la realizacion de esta técnica, confirmamos la ausencia de este tipo de compuestos
en las especies analizadas, excepto para el Hypericum reflexum donde se encontrd trazas de
pseudohipericina tanto en la especie recogida en La Esperanza como en Ifonche, asi como una

pequefia proporcion de hipericina (0.153 mg/g de planta seca) en la especie recogida en Ifonche.

I1.2. GC: Cromatografia de gases: Determinacion de componentes volatiles

Mediante la cromatografia de gases se analiz6 la composicidn cualitativa y cuantitativa
de los diferentes aceites esenciales de los hipéricos en estudio, que se obtuvieron como se

indica en el apartado I1.4 del capitulo Material y Métodos.

I1.2.1. GC-MS y GC-FID

Los resultados obtenidos tras el andlisis de los aceites esenciales con esta técnica se
presentan en la Tabla 4.3, donde los componentes vienen ordenados en funcién de su indice de
retencion (RI).
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Tabla 4.3.

Composicion de los aceites esenciales de H. reflexum, H. canariense y

H. grandifolium. En la parte baja de la tabla se indican los rendimientos complesivos,
los compuestos totales identificados y se propone una clasificacion por tipos de

compuestos.

b
RI calculado

N Compuesto ¢ Rl literatura ° % ID
ADAMS NIST08 HC' HGF HRE HRI'

1 (2E)-hexenal 846 846 846 rd - - - RI, MS
2 2-metil-octano 850 - 855 tr 01 - - RI, MS
3 (32)-hexenol 850 846 850 - - tr tr RI, MS
4 n-hexanol 860 863 860 tr - tr tr RI, MS
5 n-nonano 895 900 900 443 423 02 0.1 Std

6 a-thujene 917 924 917 01 - 1.0 0.1 RI, MS
7 0-pineno 922 932 922 31 03 33 16.7 Std

8 a-fencheno 933 945 933 01 - - 0.1 RI, MS
9 canfeno 935 946 935 tr tr 01 01 Std

10 sabineno 961 969 961 - - 13 fr RI, MS
11 B-pineno 963 974 962 77 05 46 76 Std

12 mirceno 984 988 983 05 01 03 02 std

13 2-pentil furano 984 984 984 - tr - - RI, MS
14  deshidroxi-trans-linalool oxido 991 983 1007 - - 01 - RI, MS
15 a-felandreno 998 1002 998 tr - tr tr Std

16 n-decano 1000 1000 1000 01 01 01 01 Std

17  deshidroxi-cis-linalool oxido 1004 1006 1007 tr - 01 tr RI, MS
18 aO-terpineno 1010 1014 1010 tr - 01 tr Std

19  p-cimeno 1018 1020 1018 0.1 tr 0.1 01 St

20 limoneno 1021 1024 1021 04 01 04 0.7 Std

21 1,8-cineolo 1024 1026 1023 tr - tr tr Std

22  2,2,6-trimetil-ciclohexanona 1029 - 1029 - - tr tr RI, MS
23 (Z)-B-ocimeno 1033 1032 1034 tr 01 01 tr RI, MS
24  (E)-B-ocimeno 1043 1044 1043 tr 01 07 01 RI MS
25  y-terpineno 1051 1053 1051 tr tr 02 02 st

26 terpinoleno 1081 1086 1080 01 01 02 02 st

27  3-nonanona 1085 - 1089 - tr - - RI, MS
28 n-undecano 1100 1100 1100 28 22 97 17.6 Std

29  2-nonanol 1100 1097 1100 - tr - - RI, MS
30 n-nonanal 1102 1100 1102 01 01 01 041 RIMS
31  endo-fenchol 1105 1116 1105 01 - tr 0.1 RI, MS
32  0-canfolenal 1120 1122 1123 tr - tr 0.1 RI, MS
33  trans-pinocarveol 1130 1135 1130 01 - - - Std

34 canfeno hidrato 1138 1145 1140 tr - - - RI, MS
35  trans-pinocanfona 1151 1158 1148 - 01 - - RI, MS
36 pinocarvona 1154 1160 1154 01 01 - - RI, MS
37  borneol 1157 1165 1156 tr - tr 0.1 Std

38 cis-pinocanfona 1164 1172 1163 03 01 - - RI, MS
39  mentol 1166 1167 1164 - - 01 - Std

40 terpinen-4-ol 1170 1174 1169 01 01 01 02 Std

41 n-nonanol 1171 1165 1171 01 - - - RI, MS
42  0-terpineol 1183 1186 1182 08 01 05 13 std

43  metil salicilato 1185 1185 1185 - - 01 - RI, MS
44  mirtenal 1188 1195 1188 01 - - - Std

45  safranal 1192 1197 1192 tr tr tr tr RI, MS
46  n-dodecano 1200 1200 1200 - tr tr 0.1 Std

47  n-decanal 1202 1201 1202 01 02 - - Std
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b
N Compuesto ¢ RI calculado RI literatura ~ % ID°

ADAMS NIST08 HC' HGF HRE' HRI'

48  P-ciclocitral 1212 1217 1210 01 01 01 041 RIMS
49  geraniol 1253 1247 1253 - - 03 01 Std

50 geranial 1269 1265 1270 - - 01 - Std

51  2-undecanona 1292 1293 1292 05 - tr tr RI, MS
52  n-tridecano 1300 1300 1300 - tr 01 02 Std

53  d-elemeno 1328 1335 1327 02 01 tr - RI, MS
54  a-longipineno 1335 1350 1334 01 - - 0.3 RI, MS
55  d-cubebeno 1339 1345 1339 - tr 0.2 03 RI,MS
56  a-ylangeno 1359 1373 1358 01 01 04 02 RIMS
57  ciclosativeno 1360 1357 1360 - - 02 01 RI,MS
58 a-copaeno 1363 1374 1363 02 01 12 35 RI,MS
59  B-bourboneno 1371 1387 1370 03 01 05 02 RILMS
60 sativeno 1374 1390 1387 - - - 0.1 RI, MS
61  B-cubebeno 1378 1387 1378 - - 0.2 tr RI, MS
62 B-elemeno 1381 1389 1381 01 01 041 ftr RI, MS
63 isoledeno 1383 1376 1380 - - tr tr RI, MS
64  (2)-cariofileno 1392 1408 1396 01 01 01 041 RIMS
65  d-gurjuneno 1395 1409 1393 - - 01 0.2 RIMS
66 B-longipineno 1398 1400 - 02 - - - RI, MS
67 italiceno 1402 1405 - 01 - - - RI, MS
68  (E)-cariofileno 1404 1417 1404 79 242 82 49 St

69 B-ylangeno 1414 1419 1416 - tr - - RI, MS
70  a-trans-bergamoteno 1425 1432 1425 01 - - - RI, MS
71 aromadendreno 1427 1439 1427 - - 01 tr RI, MS
72  B-copaeno 1428 1430 - 08 01 11 04 RI,MS
73  y-elemeno 1430 1434 - 02 04 - - RI, MS
74 a-himachaleno 1432 1449 1433 - - - 0.4 RI, MS
75  d-humuleno 1440 1452 1440 04 13 34 15 St

76  6,9-guaiadieno 1441 1442 - 15 06 01 - RI, MS
77  cis-muurol-3,5-dieno 1443 1448 - - - 02 - RI, MS
78 allo-aromadendreno 1445 1458 1445 - - 09 05 RI, MS
79  geranilacetona 1448 1453 1448 tr tr - - RI, MS
80 B-acoradieno 1449 1469 1440 tr - - - RI, MS
81 (E)-B-farneseno 1451 1454 1451 03 tr - tr RI, MS
82 cis-cadin-1(6),4-dieno 1463 1463 - - - tr - RI, MS
83  y-muuroleno 1465 1478 1465 05 06 16 1.0 RI,MS
84 germacreno D 1467 1484 1466 - - 16 0.2 RI, MS
85 d-amorpheno 1467 1483 1465 - 02 - - RI, MS
86  Y-himachaleno 1468 1481 1468 02 - - 0.2 RI, MS
87  trans-cadin-1(6),4-diene 1470 1475 1470 - - 04 01 RI, MS
88 [-selineno 1470 1489 1488 - 1.3 fr tr RI, MS
89  4,5-di-epi-aristolocheno 1471 1471 - - 0.1 - - RI, MS
90 eremophileno 1473 - 1474 - 04 - - RI, MS
91  ar-curcumeno 1473 1479 1473 06 - - - RI, MS
92  (E)-B-ionona 1476 1487 1477 - 03 14 04 Std

93  d-selineno 1478 1492 1478 02 03 - - RI, MS
94  amorfa-4,7(11)-dieno 1479 1479 - 09 12 - - RI, MS
95 da-selineno 1480 1498 1480 03 06 04 01 RIMS
96 valenceno 1481 1496 1481 02 - - - RI, MS
97  y-curcumeno 1483 1481 - 10 - - - RI, MS
98  [-himachaleno 1485 1500 1479 01 - - 0.3 RI, MS
99  epizonareno 1486 1501 1475 - 0.1 06 - RI, MS
100 0O-muuroleno 1488 1500 1488 tr 01 11 05 RI, MS

(continda en la pagina siguiente)
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b
N Compuesto ¢ RI calculado RI literatura ~ % ID°

ADAMS NIST08 HC' HGF HRE' HRI'

101 (Z,E)-0-farneseno 1490 - 1491 tr - - - RI, MS
102 cis-cadin-1,4-dieno 1491 1495 - - - 08 0.3 RI,MS
103 y-cadineno 1500 1513 1500 02 05 27 1.0 RI,MS
104 (E,E)-0-farneseno 1502 1505 1502 - - - tr RI, MS
105 trans-calameneno 1509 1521 1509 - 01 tr tr RI, MS
106 0-cadineno 1511 1522 1511 07 11 61 7.0 RI,MS
107 0-amorfeno 1512 1511 - tr 02 07 02 RIMS
108 d-alaskeno 1513 1512 - 02 - - - RI, MS
109 P-curcumeno 1514 1514 - 0.7 - - - RI, MS
110 d-cadineno 1524 1537 - - - 06 0.2 RI, MS
111 selin-3,7(11)-dieno 1525 1545 - 03 11 - - RI, MS
112 trans-cadin-1,4-dieno 1527 1533 1527 - - 04 02 RI,MS
113 selin-4(15),7(11)-dieno 1530 - 1531" - 1.1 - - RI, MS
114 (E)-0-bisaboleno 1534 - 1532 - - 04 05 RI, MS
115 germacreno B 1540 1559 1540 11 12 - - RI, MS
116 d-calacoreno 1543 1544 - tr tr 05 0.2 RI,MS
117 palustrol 1550 1567 1550 - - - 0.1 RI, MS
118 cariofilenil alcohol 1552 1570 1569 01 02 01 02 RIMS
119 (E)-nerolidol 1556 1561 1556 02 01 - - Std

120 espatulenol 1561 1577 1572 01 - 08 0.2 RI,MS
121 P-calacoreno 1562 1564 - - - 0.1 ftr RI, MS
122 10,100-epoxi-amorf-4-eno 1565 1570 - - - 03 - RI, MS
123 oxido de cariofileno 1565 1582 1566 41 25 14 16 Std

124 salvial-4(14)-en-1-ona 1577 1594 - 02 - 1.2 03 RI, MS
125 gleenol 1582 1586 - - 01 04 02 RIMS
126 copaborneol 1587 - 1592 ' - - 06 1.0 RI, MS
127 PB-copaen-4-a-ol 1590 1590 - - - 05 03 RI,MS
128 B-oplopenona 1599 1607 1600 03 - 11 04 RI, MS
129 junenol 1599 1618 1603 - - 1.1 0.9 RI, MS
130 rosifoliol 1607 1600 - - - 0.2 tr RI, MS
131 1-epi-cubenol 1613 1627 - - - 06 05 RI, MS
132 muurol-4,10(14)-dien-1-B-ol 1616 1630 - 10 03 03 01 RI, MS
133 1,10-di-epi-cubenol 1618 1616 - - - 03 0.2 RI,MS
134 0-corocaleno 1620 1622 - - - - tr RI, MS
135 d-acorenol 1628 1632 - 01 - - 0.5 RI, MS
136 d-muurolol 1632 1644 - - - 0.7 03 RI, MS
137 epi-a-cadinol 1637 1640 - - - - 0.5 RI, MS
138 epi-a-muurolol 1637 1640 - - - 22 - RI, MS
139 cariofil-4(12),8(13)-dien-5-ol ' 1638 1639 - 01 03 02 01 RILMS
140 d-cadinol 1650 1652 1640 04 02 28 11 RI,MS
141 cadaleno 1659 1676 1659 - - 01 02 RI,MS
142 eudesm-7(11)-en-4-ol 1678 1700 1678 01 03 - - RI, MS
143 eudesm-4(15),7-dien-1-f-ol 1688 1688 - 01 - 1.0 04 RI,MS
144 n-heptadecano 1700 1700 1700 - - tr 0.1 Std

145 sulfuro de menta 1734 1740 - - - 01 - RI, MS
146 2-pentadecanon,6,10,14-trimetilo 1838 - 1838 0.1 tr 0.2 0.2 RI, MS
147 n-nonadecano 1900 1900 1900 - - 03 03 Sstd

148 hexadecanoato de metilo 1920 1921 1920 - 0.1 - - RI, MS
149 acido hexadecanoico 1958 1959 1957 11 08 11 12 St

150 hexadecanoato de etilo 1988 1992 1987 - tr - - RI, MS
151 filocladeno 2013 2016 - - tr - - RI, MS
152 fitol 2098 - 2100 tr 01 01 01 Std

153 n-heneicosano 2100 2100 2100 - 01 tr 0.1 Std

(continda en la pagina siguiente)

106



4. RESULTADOS
I1. Estudio fitoquimico

b d
N Compuesto ¢ RI calculado RI literatura ° % ID°

ADAMS NIST08 HC' HGF HRE' HRI'

154 n-tricosano 2300 2300 2300 04 01 01 01 St
155 n-tetracosano 2400 2400 2400 02 01 - - Std
156 n-pentacosano 2500 2500 2500 13 03 03 06 St
157 n-hexacosano 2600 2600 2600 - - 0.1 041 Std
158 n-heptacosano 2700 2700 2700 04 03 04 0.7 Std
159 n-octacosano 2800 2800 2800 - - tr tr Std
160 n-nonacosano 2900 2900 2900 02 02 02 03 St
Rendimiento (%) 0.11 0.11 0.14 0.15
Total identificado (%) 92.0 91.3 79.2 843
Tipo de compuesto (%)
Alcanos 49.7 46.0 116 204
Hidrocarburos monoterpénicos 122 13 123 26.2
Monoterpenos oxigenados 18 06 14 19
Hidrocarburos sesquiterpénicos 19.5 375 35.0 249
Sesquiterpenos oxigenados 6.8 38 16.0 7.9
Otros 20 19 28 19
z Los compuestos estan segun el orden de elucion en la columna HP-5MS.
. RI calculado experimentalmente usando la serie homodloga de alcanos lineales Cg — Cy .
s RI publicado en literatura: Adams 2007 y NISTOS.

Los porcentajes son medias de los valores de tres determinaciones, con una ¢ < 5% en todos
los casos.
° Métodos de identificacion: MS (comparacion de los espectros de masas obtenidos con los
descritos en literatura), Rl (comparacion con los Rl presentes en literatura), Std ( = abreviatura
. de estandar: comparacion de los MS y RI con estandares comerciales).
HC = Hypericum canariense, HGF = Hypericum grandifolium, HRE = Hypericum reflexum (La
Esperanza), HRI = Hypericum reflexum (lfonche).
tr = trazas: se refiere a un valor < 0.1%.
RI publicado en Duquesnoy et al. 2006.
RI publicado en Paolini et al. 2005.
isdbmero no identificado.
Compuesto que no se clasifica en ninguno de los otros 5 grupos.

=)

3 — -

Para poder analizar mas faciimente los detalles de la Tabla 4.3 y, a la vez, tener una
vision comparativa de las especies de hipérico estudiadas, los compuestos identificados se
agruparon atendiendo a su porcentaje en fundamentales (> 10%) y mayoritarios (1-10%),
presentandose los resultados resumidos asi en la Tabla 4.4. Hay que sefalar que los
compuestos minoritarios (0.1-1%) vy las trazas (< 0.1%) se han obviado en este resumen para

responder a la exigencia de presentar una tabla mas compacta y de mas facil lectura.
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Tabla 4.4.

Resumen de los compuestos fundamentales y mayoritarios presentes
en los aceites esenciales de H. reflexum, H. canariense y H. grandifolium.

N Compuesto ° RI calculado ° RI literatura * % ‘ Tipo °
ADAMS NIST08 HC' HGF HRE'HRI'
FUNDAMENTALES

1 n-nonano 895 900 900 443 423 - - Alc
2 0d-pineno 922 932 922 - - - 16.7 MoH
3 n-undecano 1100 1100 1100 - - - 176 Alc
4  (E)-cariofileno 1404 1417 1404 - 242 - - SeH

MAYORITARIOS

1 0O-thujene 917 924 917 - - 1.0 - MoH
2 0-pineno 922 932 922 31 - 33 (..)° MoH
3 [B-pineno 963 974 962 7.7 - 46 7.6 MoH
4 n-undecano 1100 1100 1100 28 22 97 (..) Al
5 a-terpineol 1183 1186 1182 - - - 1.3 MoOx
6 0-copaeno 1363 1374 1363 - - 1.2 3.5 SeH
7 (E)-cariofileno 1404 1417 1404 79 - 82 49 SeH
8 B-copaeno 1428 1430 - - - 11 - SeH
9 0a-humuleno 1440 1452 1440 - 1.3 34 15 SeH
10 6,9-guaiadieno 1441 1442 - 1.5 - - - SeH
11 y-muuroleno 1465 1478 1465 - - 16 1.0 SeH
12 germacreno D 1467 1484 1466 - - 16 - SeH
13 B-selineno 1470 1489 1488 - 1.3 - - SeH
14 (E)-B-ionona 1476 1487 1477 - - 14 - SeOx
15 amorfa-4,7(11)-dieno 1479 1479 - - 12 - - SeH
16 Y-curcumeno 1483 1481 - 10 - - SeH
17 0O-muuroleno 1488 1500 1488 - - 1.1 - SeH
18 Yy-cadineno 1500 1513 1500 - - 27 1.0 SeH
19 d-cadineno 1511 1522 1511 - 11 61 70 SeH
20 selin-3,7(11)-dieno 1525 1545 - - 11 - - SeH
21 selin-4(15),7(11)-dieno 1530 - 1531 - 11 - - SeH
22 germacreno B 1540 1559 1540 11 12 - - SeH
23 o6xido de cariofileno 1565 1582 1566 41 25 14 16 SeOx
24 salvial-4(14)-en-1-ona 1577 1594 - - - 1.2 - SeOx
25 copaborneol 1587 - 1592 - - - 1.0 SeOx
26 B-oplopenona 1599 1607 1600 - - 1.1 - SeOx
27 junenol 1599 1618 1603 - - 1.1 - SeOx
28 muurol-4,10(14)-dien-1-B-ol 1616 1630 - 1.0 - - - SeOx
29 epi-a-muurolol 1637 1640 - - - 22 - SeOx
30 a-cadinol 1650 1652 1640 - - 28 1.1 SeOx
31 eudesm-4(15),7-dien-1-3-ol 1688 1688 - - - 1.0 - SeOx
32 acido hexadecanoico 1958 1959 1957 1.1 - 11 1.2 Alc
33 n-pentacosano 2500 2500 2500 1.3 - - - Alc

Z Los compuestos estan segun el orden de elucion en la columna HP-5MS.

. RI calculado experimentalmente usando la serie homodloga de alcanos lineales Cg — Cy .

) RI publicado en literatura: Adams 2007 y NISTO8.

Los porcentajes son medias de los valores de tres determinaciones, con una 0 < 5% en todos

los casos.

° Clasificacion por tipos de compuestos: Alc = alcano; MoH = hidrocarburo monoterpénico; MoOx =
monoterpeno oxigenado; SeH = hidrocarburo sesquiterpénico; SeOx = sesquiterpeno oxigenado.
HC = Hypericum canariense, HGF = Hypericum grandifolium, HRE = Hypericum reflexum (La
Esperanza), HRI = Hypericum reflexum (Ifonche).
9 .

Valor ya reflejado entre los fundamentales.
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El analisis de los resultados nos muestra que todos los hidrodestilados presentaron
rendimientos similares (+ 0.1%), siendo el porcentaje de los dos Hypericum reflexum ligeramente
superior al de los demés (0.14% y 0.15%). El total de los picos identificados en los
cromatogramas oscilan entre el 79.2 y el 92.0 por ciento. De las 160 moléculas identificadas,
solo 45 son comunes a los cuatro aceites esenciales analizados. El aceite esencial mejor
definido fue el de Hypericum reflexum, donde se han podido identificar 120 compuestos,
mientras que en el aceite esencial de Hypericum grandifolium so6lo se identificaron 82
compuestos.

Los componentes mayoritarios estan relacionados en los cuatro aceites esenciales
estudiados con la fraccion de hidrocarburos. En el aceite esencial de Hypericum reflexum
(fonche) esta equilibrada la proporcion de alcanos, hidrocarburos monoterpénicos y
sesquiterpénicos (20.4%, 26.2% y 24.9%, respectivamente). Podemos destacar entre estos
componentes las cantidades encontradas para el n-undecano (17.6%) en los alcanos, el o-
pineno y B-pineno (16.7% y 7.6%, respectivamente) en los hidrocarburos monoterpénicos y el 6-
cadineno (7.0%) en los hidrocarburos sesquiterpénicos.

En el caso del aceite esencial de Hypericum reflexum (La Esperanza), esta fraccion esta
compuesta en mayor medida por hidrocarburos sesquiterpénicos (35.0%), presentando ademas
una proporcién no despreciable de sesquiterpenos oxigenados (16%). En este sentido, podemos
destacar los porcentajes encontrados para el (E)-cariofileno y 6-cadineno (8.2% y 6.1%) entre los
hidrocarburos sesquiterpénicos y para el a-cadinol (2.8%) entre los sesquiterpenos oxigenados.

Por ofro lado, tanto en el aceite esencial de Hypericum canariense como en el de
Hypericum grandifolium los compuestos mas abundantes fueron los alcanos (49.7 y 46.0 %,
respectivamente), siendo en ambos casos el n-nonano el constituyente mayoritario (44.3 y 42.3
%, respectivamente). Si bien en ambos aceites esenciales siguen por orden de abundancia los
hidrocarburos sesquiterpénicos, hay que sefialar que el aceite esencial de Hypericum
grandifolium presentd una mayor proporcién de los mismos (37.5 %), destacando entre ellos el
(E)-cariofileno (24.2%).

11.2.2. PCA

La PCA (Principal Component Analysis o Anélisis de componentes principales) es una
técnica estadistica que trata de representar en una nube en dos dimensiones un conjunto de
datos ordenandolos por importancia (Andrés y Luna del Castillo 2004). En el caso concreto de
esta investigacion, esta técnica se ha utilizado para esclarecer las posibles relaciones entre los
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diferentes aceites esenciales estudiados, asi como para identificar los principales componentes
responsables de la variabilidad entre ellos. Los resultados obtenidos con esta técnica estadistica
se representan en la Fig. 4.1, donde puede observarse la distribucion de los compuestos
volatiles de los aceites esenciales estudiados en funcion de sus componentes fundamentales y

mayoritarios.

15 10

(E)-carygphyllene

10

H. grandifolium
© H. reflexum (La Esperanza) 0
° R

-10

PC 2: 8,16%
PC 2: 8,16%

-15
5 H. reflexurcr; (Ifonche)

H. cangnense 320

-10

-25

-15 -30
-40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 -30 -25 -20 -15 -10 -5 0 5 10

PC 1:88,15% PC 1:88,15%

Figura 4.1. Graficos obtenidos tras el analisis estadistico PCA de los aceites
esenciales en estudio.

La Fig. 4.1 muestra que el 96.31% de la variabilidad total del sistema se explica con dos
componentes principales (PC1 = 88.15%, PC2 = 8.16%). Al observar el gréfico de la izquierda,
se aprecia una clara separacion de las cuatro especies de hipéricos y de las composiciones de
sus aceites esenciales. El grafico de la derecha muestra que PC1 esta mayormente relacionado
con el n-nonano (eigenvectors: -24.78; -2.59) y PC2 con el (E)-cariofileno (-5.82; 5.72) y en
menor medida con el a-pineno (5.25 -3.74) y el B-pineno (1.36 -2.99).

El aceite esencial de Hypericum canariense se encuentra en el cuadrante inferior
izquierdo (grafico de la izquierda), muy relacionado en su composicién con la presencia de n-
nonano que se encuentra en la misma posicion del grafico de la derecha; este mismo
compuesto, comun también al Hypericum grandifolium, determina la posicion de éste ultimo en el
cuadrante superior izquierdo, estando también bajo la influencia parcial del (E)-cariofileno. En los
cuadrantes de la derecha se colocan los dos especies de Hypericum reflexum: en el cuadrante
derecho superior el ejemplar de La Esperanza por estar influenciado en su composicién por un
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mayor contenido en (E)-cariofileno, mientras que en el inferior derecho se coloca el ejemplar de

Ifonche, mas rico en su composicion en a-pineno, f-pineno y n-undecano.
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III. ACTIVIDAD BIOLOGICA

I11.1. Capacidad antioxidante

Con el fin de evaluar la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos de las
especies de Hypericum en estudio se han realizado cuatro ensayos diferentes (ver apartado

IV.2 del capitulo Material y Métodos), cuyos resultados comentamos a continuacion.

I11.1.1. Reaccié6n con el radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH)

Los resultados obtenidos en el ensayo con DPPH se muestran en la Tabla 4.5. Vemos
que los extractos y fracciones de las especies en estudio, con excepcion de los aceites
esenciales, mostraron actividad antirradicalaria en esta prueba, presentando valores de ICsp
entre 5.1y 63.9 pg/ml. Debemos destacar los valores encontrados para las fracciones polares de
las tres especies en estudio (ICso entre 5.1 y 7.9 pg/ml), los cuales son comparables a los
obtenidos con el antioxidante de referencia Trolox (ICso 1.3 pg/ml), teniendo en cuenta que se

tratan de mezclas complejas de compuestos y no sustancias puras.

Tabla 4.5. Capacidad antioxidante en el ensayo con DPPH de los extractos y
fracciones de las especies de hipérico estudiadas.

Muestra Soxhlet Aceite esencial MeOH CHCI, Fraccion polar
b
ICs©  TEAC ICso TEAC ICsx, TEAC ICy, TEAC ICsq  TEAC
u , 1.7 4578 5785  10.0 117 7133 496 1686 6.7 854.9
- canariense (£0.4)  (+141)  (57.8) (+1.0) (0.9) (56.3) (x0.1) (£0.4) (£0.2) (+21.4)
g difol 9.9 540.0 4307 194 102 5238 544 1538 5.1 1056.0
- granaiolium (0.2)  (210.8)  (¥2.5)  (0.7) (#0.7) (#37.3) (£1.9) (¢5.4) (20.02) (23.3)
H. reflexum 16.8 34358 30901 270 83 10113 639 1309 7.9 1055.3
(La Esperanza)  (+0.3)  (¢6.6)11 (£9.0)1  (£0.8) (£0.2) (£20.7) (+26) (¢5.4) (20.5) (¢73.9)
H. reflexum 8.2 10140 9433 89 d
(Ifonche) (£0.2)  (#21.1)  (¢623) (+104) & N& ne.ne . ne ne.

a

Control positivo Trolox (ICsp) 1.3 ( £0.01)

Z Valor de IC4, expresado en ug/ml.

Valor de TEAC expresado en umol (de TE)/g (de muestra).
Z Entre paréntesis la 0 del valor.

n.e. = no ensayado.
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II1.1.2. Reaccion con el radical ABTS* (acido 2,2’-azinobis- (3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico)

Como puede observarse en la Tabla 4.6, todos los extractos y fracciones ensayadas
presentaron una importante accién antioxidante en esta prueba, con valores de ICso entre 1.46'y
143.0 ug/ml. Aligual que en el ensayo con DPPH, los mejores captadores de radicales fueron las
fracciones polares de las tres especies en estudio (con valores de ICsp entre 1.46 y 4.9 ug/ml),
mientras que los aceites esenciales presentaron la menor actividad (con valores de ICsp entre
41.0 y 143.0 pg/ml). El Trolox (antioxidante utilizado como referencia) presenté una actividad

antirradicalaria superior (ICso de 0.45 pg/ml) en esta prueba.

Tabla 4.6.  Capacidad antioxidante en el ensayo con ABTS" de los extractos y
fracciones de las especies de hipérico estudiadas.

Muestra Soxhlet Aceite esencial MeOH CHCI, Fraccion polar
b

ICsy©  TEAC ICso TEAC ICsx, TEAC ICsq TEAC ICsq TEAC
g , 56 _ 3231 50.1 36.2 116 1566 323 561 38  480.1
- canariense (+0.8) (49.9) (24.0)  (£2.9) ($0.7) (39.4)  (#1.2) (#2.1) (20.1) (¢15.4)
4 difol 2.4 766.5 1430 127 33 5528 370 489 146 12385
- grandiiofium (#0.1)  (¢43.3) (¢1.6)  (20.1) (+0.1) (+13.8) (+1.8) (¢2.3) (£0.1) (£34.8)
H. reflexum 8.3 2183 37.1 48.8 62 2925 309 586 49 3666
(La Esperanza)  (£0.4)  (9.4)  (+4.6)  (¢6.1) (+0.1) (7.4)  (£25) (#4.7) (20.2) (¢17.5)
H. reflexum 7.2 2512 410 44.2 d
(Ifonche) (#0.8)  (£29.8)  (+2.3)  (+2.5) ne. ne ne.ne  ne ne

" a
Control positivo Trolox (ICsp) 0.45 (£0.01)

a
X Valor de IC4, expresado en ug/ml.

Valor de TEAC expresado en umol (de TE)/g (de muestra).
Z Entre paréntesis la 0 del valor.

n.e. = no ensayado.

I11.1.3. Medida de la capacidad reductora del hierro: método FRAP (Ferric ion Reducing
Antioxidant Power)

En la Tabla 4.7 se recogen los resultados obtenidos tras la realizacion de esta prueba.
Se encontrd que todos las muestras ensayadas presentaron capacidad reductora del hierro
(valores de TEAC entre 51.6 y 1192.2 pmol/g), con la excepcion de los aceites esenciales
(valores de TEAC entre 0.3 y 2.5 umol/g). Podemos observar que la capacidad antioxidante es
mayor para las fracciones polares (valores de TEAC entre 992 y 1192.2 ymol/g) que para las
fracciones cloroférmicas (valores de TEAC entre 51.6 y 156.8 pmol/g), resultados que
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concuerdan con los encontrados en los ensayos de actividad antioxidante anteriormente

comentados.

Tabla 4.7. Capacidad antioxidante en el ensayo con FRAP de los extractos y
fracciones de las especies de hipérico estudiadas.

Muestra Soxhlet Aceite esencial MeOH CHCI, Fraccion polar
TEAC® TEAC TEAC TEAC TEAC
b
H. canariense 598.3 (:93.6) 0.3 (20.1) 621.7 (£119.5)  156.8 (£34.2)  1192.2 (+587.6)
H. grandifolium 459.0 (£70.8) 0.5 (£0.1) 403.0 (#56.7)  65.9 (£10.1) 922.1 (£151.7)
H. reflexum 736.6 (+112.3 0.8 (0.2 8358 (+157.4)  51.6 (+10.4 1011.7 (+232.8
(La Esperanza) 6 (2112.3) 8 (20.2) 8 (£1574) 6 (£104) 7 (£232.8)
H. reflexum 655.8 (+177.1) 2.5 (£0.8) ne.’ ne. ne.

(Ifonche)

: Valor de TEAC expresado en umol (de TE)/g (de muestra).
. Entre paréntesis la g del valor.
n.e. = no ensayado.

I11.1.4. Determinacién del contenido fendlico total: Método de Folin-Ciocalteu

Los datos obtenidos de esta prueba se muestran en la Tabla 4.8. Vemos que las
fracciones polares, como era de esperar, presentan el mayor contenido en fenoles totales (con
valores entre 246.1 y 484.6 ug GA Eg/mg), mientras que los aceites esenciales mostraron los
valores mas bajos (entre 3.2 y 26.96 ug GA Eg/mg). Cabe destacar que los resultados obtenidos
en el andlisis de los fenoles totales muestran una correlacién significativa con la actividad

antioxidante evaluada.

Tabla 4.8. Contenido fendlico total de los extractos y fracciones de las especies
de hipérico estudiadas.

Muestra Soxhlet Aceite esencial MeOH CHCI, Fraccion polar
ug GA Eq/mg ug GA Eq/mg ug GA Eq/mg ug GA Eq/mg ug GA Eq/mg
H. canariense 222.1 (¢35.9) : 12.23 (+3.0) 209.6 (+44.5) 105.6 (£21.7) 484.6 (+159.0)
H. grandifolium 194.1 (+29.8) 3.2 (+0.7) 175.5 (£35.7) 78.0 (£14.5) 364.5 (+65.3)
H. reflexum 189.6 (£46.2 26.96 (4.3 259.2 (£75.6 71.2 (£124 246.1 (£62.2
(La Esperanza) 6 (£46.2) 96 (£4.3) 2 (£75.6) 2 (£124) 1 (#62.2)
H. reflexum b
(Ifonche) 2239 (+48.1) 25.05 (+5.6) n.e. n.e. n.e.

a , .
. Entre paréntesis la 0 del valor.

n.e. = no ensayado.
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II1.2. Actividad antimicrobiana

Se presentan a continuacion los resultados de la actividad antimicrobiana mediante el
método de difusion en agar y la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CIM)

mediante el método de microdilucion.

I11.2.1. Método de difusion en agar

Los resultados de la investigacion de la actividad antimicrobiana de diferentes extractos
de hipérico frente a varias bacterias Gram positivas y Gram negativas por el método de difusion
en agar se resumen en la Tabla 4.9. En ella se puede apreciar que todos ellos presentaron una
moderada actividad frente a las bacterias Gram positivas ensayadas, con halos de inhibicion
comprendidos entre 7 y 12 mm. No obstante, en ningun caso los valores obtenidos alcanzaron el
grado de inhibicién mostrado por el ciprofloxacino (valores > 20 mm), farmaco utilizado como
referencia. Con respecto a las bacterias Gram negativas ensayadas (Escherichia coli ATCC
25922 y de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), ninguno de los extractos ejercié actividad

inhibitoria frente a las mismas (datos no mostrados, halos de inhibicién < 6 mm).

Tabla 4.9.  Resultados de la actividad antimicrobiana mediante difusion en agar.

Extracto Muestra Dosis Halos de inhibicion (mm) °
S. aureus’ E. faecalis °

Soxhlet H. canariense 1.00 ° 11 8

H. grandifolium 1.00 12 9

H. reflexum (La Esperanza) 1.00 9 8

H. reflexum (Ifonche) 1.00 10 9
Aceite esencial H. canariense 10 ° 11 9

H. grandifolium 10 7 7

H. reflexum (La Esperanza) 10 11 9

H. reflexum (Ifonche) 10 11 9
Control positivo ~ Ciprofloxacino 5' 22 21

Se muestran solo los valores obtenidos frente a Gram positivos (halo de inhibicion =2 6 mm).
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Dosis expresada en mg/disco.

Los aceites esenciales se inocularon sin diluir (10 pl/disco).

Dosis: 5 pg/disco.

a
b
c
d
e
f

Por otro lado, también se evalud por este método la actividad antimicrobiana de los

extractos de hipérico frente a varias cepas de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
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(SARM) y de Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE), mostrandose los resultados en la
Tabla 4.10.

Tabla 4.10.  Resultados de la actividad antimicrobiana mediante difusion en agar.

Extracto / Muestra Dosis Halos de inhibicién (mm) °
fraccion
1° 2 3 4 5 6
MeOH H. canariense 3.75 12.3 13 9.3 11.7 10.7 10.3
2.50 10 11 10.3 10.3 10.3 11
1.25 9.7 10.3 9.3 9.7 9.3 9.7
H. grandifolium  3.75 11 11 12 11.3 11 11
2.50 10 11 13.7 11 10.7 12.7
1.25 10 9.7 12.7 10.7 9.7 12
H. reflexum 3.75 11.3 13.7 14 13.3 12.3 13
(La Esperanza) 3 50 10.7 12.7 147 117 12.3 13
1.25 1.7 13 13.7 13 12 12.3
CHCI, H. canariense 3.75 8.3 9.3 9.3 8.7 8.3 8.3
H. grandifolium  3.75 9.7 9.7 9.7 9.3 8.7 10
2.50 9 10 9.7 8.7 9 9
H. reflexum 3.75 10 12 13.7 11 12 1.7
(La Esperanza) 3 50 14.7 15.7 17.7 15.7 14.3 14.7
Fraccion H. canariense 3.75 14.7 17.7 16 16.7 15.3 16.6
polar 2.50 12.7 16.3 14.7 14.3 14 15.3
1.25 10.7 11.7 12.7 11.7 11.7 12
H. grandifolium  3.75 R ‘ R 17.3 R R R
2.50 R R 16.3 R R R
H. reflexum 3.75 9 11.7 12.7 11.3 10.3 11.3
(La Esperanza) 5 59 9 11.3 13 97 97 11
1.25 9.3 10 13.7 8.7 9.3 11
Control (- Oxacilina 30" R R R R R R
Control (+)e Vancomicina 30f 18.3 21 19.7 19.3 19.3 19.3

Z Dosis expresada en mg/disco.

. Se muestran solo los valores obtenidos frente a SARM (halo de inhibicion =2 6 mm).
1 = SARM cepa patron humano (452-3265); 2 = SARM origen humano (colonizacién); 3 = SARM
origen humano (infeccién); 4 = SARM origen porcino (cerdo negro canario vivo) SCCmec IV; 5 =
SARM origen porcino (cerdo blanco sacrificado) SCCmec IV; 6 = SARM origen porcino (cerdo
blanco sacrificado) SCCmec V.
R = resistente.
- = control negativo; + = control positivo.

' Dosis: 30 ug/disco.
Podemos observar que, en general, todos los extractos y fracciones estudiados

presentaron moderada capacidad inhibitoria frente al crecimiento de las cepas de SARM

ensayadas, con valores que oscilan entre 8.3 y 17.7 mm, teniendo el control positivo
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(Vancomicina 30 ug) valores comprendidos entre 18.3 mm y 21 mm. Entre ellos sobresalen los
valores encontrados para las fracciones polares de Hypericum canariense y de Hypericum
grandifolium (17.7 mm frente a SARM 2y 17.3 mm frente a SARM 3, respectivamente), asi como
la fraccion CHCls del Hypericum reflexum de La Esperanza (17.7 mm frente a SARM 3), que
presentaron halos de inhibiciéon proximos a los mostrados por la vancomicina, antimicrobiano
utilizado como referencia. Por el contrario, ninguno demostré tener actividad inhibitoria frente a

las tres cepas de BLEE utilizadas (datos no mostrados, halos de inhibicion con valores < 6 mm).

I11.2.2. Determinacién de la CIV

En la Tabla 4.11 se reflejan los valores de las concentraciones minimas inhibitorias
(CIM) de los extractos Soxhlet de los diferentes hipéricos sélo frente a las bacterias Gram
positivas, ya que fueron los microorganismos mas sensibles en el método de difusién en agar.
Como se puede ver, todos los extractos presentaron valores de CIM comprendidos entre 32 y
128 pg/ml, siendo el extracto mas activo el de Hypericum grandifolium frente a Staphylococcus
aureus (32 ug/mi). El ciprofloxacino (antimicrobiano usado de referencia) inhibié el crecimiento
bacteriano a una CIM inferior a la de los extractos (0.5 pg/ml). Debemos comentar que no se
pudo determinar los valores de CIM de los aceites esenciales, ya que se produjo un precipitado

en los pocillos de las placas de microdilucién, lo cual dificult6 la lectura final del resultado.

Tabla 4.11.  Resultados obtenidos en la determinacién de la CIM de los extractos
Soxhlet de las especies de hipérico estudiadas frente a Gram positivos.

Muestra Extracto CIM (ug/ml)
S. aureus ° E. faecalis °
H. canariense Soxhlet 64 128
H. grandifolium Soxhlet 32 128
H. reflexum (La Esperanza) Soxhlet 128 128
H. reflexum (Ifonche) Soxhlet 64 128
Control positivo Ciprofloxacino ¢ 0.5 0.5

Z Staphylococcus aureus ATCC 25923.
. Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Dosis: 5 pg/disco.

Por otro lado, dado que los extractos analizados no produjeron inhibicidén por el método
de difusion en agar de ninguna de las cepas de Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE)
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utilizadas (ver apartado 111.2.1 del capitulo Resultados), solo se calcul6 la CIM de los diferentes
extractos en estudio frente a las cepas de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM). Tras la realizacion de esta prueba se encontro que todos los extractos de las especies
de hipérico ensayadas presentaron valores de CIM altos frente a todas las SARM ensayadas
(CIM > 170.4 mg/ml), a excepcion de la fraccion polar del Hypericum canariense que mostré un
valor de CIM inferior (82.5 mg/ml). La vancomicina, farmaco utilizado como referencia, presento

un valor de CIM de 1 pg/ml.

II1.3. Actividad citotoxica

Se evaluo la citotoxicidad in vitro de los diferentes extractos en estudio sobre las lineas
celulares A375 (linea celular de melanoma humano), MDA-MB 231 (linea celular de carcinoma
mamario humano) y HCT116 (linea celular de carcinoma humano de colon) mediante el método
colorimétrico del MTT, el cual es muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular.
En la Tabla 4.12 (ver pagina siguiente) se reflejan los valores de ICso (concentracion de la
muestra a ensayar que inhibe el 50% del crecimiento celular) obtenidos en este ensayo.

Los datos muestran que todos los extractos Soxhlet estudiados inhibieron
significativamente el crecimiento de todas las células tumorales ensayadas, con valores de |Cso
comprendidos entre 4.64 y 58.71 ug/ml. No obstante, debemos comentar que todos ellos
presentaron la maxima inhibicion frente a la linea celular HCT116, destacando en este sentido al
Hypericum grandifolium que mostr6 un valor de ICs (4.64 pg/ml) cercano al obtenido para el
cisplatino (farmaco utilizado como referencia).

Con respecto a los aceites esenciales, todos presentaron una actividad citotoxica sobre
todas las lineas celulares tumorales ensayadas superior a la mostrada por los extractos Soxhlet
(ICs0 entre 3.04 y 23.50 ug/ml). Entre estos, el aceite esencial de Hypericum reflexum mostré la
mayor actividad con valores de |ICso entre 3.04 y 3.87 ug/ml, los cuales estan muy proximos a los
obtenidos con el cisplatino (ICso entre 0.43 y 2.42 ug/ml). En contraste, el aceite esencial de

Hypericum grandifolium present6 la menor actividad con valores de ICso entre 9.62 y 23.50

pa/ml.
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Tabla 4.12.

Actividad citotoxica (in vitro) sobre lineas celulares de tumores

humanos realizada con los extractos Soxhlet y los aceites esenciales de los
hipéricos investigados.

a

Extracto Muestra Linea celular (IC,) (ug/ml)
A375° MDA-MB 231°  HCT116°
Soxhlet H. canariense * 15.78 R 58.71 8.22
(14.28 - 17.44) (51.13 - 67.40) (7.26 - 9.30)
H. grandifolium * 712 11.02 4.64
(6.74 - 7.52) (10.26 - 11.83) (4.38 - 4.93)
H. reflexum (La Esperanza) *  14.01 23.60 7.65
(12.75 - 15.41) (21.58 - 25.80) (6.88 - 8.51)
H. reflexum (Ifonche) * 24.60 33.49 13.50
(22.54 - 26.84) (31.99 - 35.05) (12.22 - 14.91)
AE H. canariense ** 9.41 11.01 8.25
(8.35 - 10.60) (9.36 - 12.96) (7.52 - 9.05)
H. grandifolium * 15.83 23.50 9.62
(12.05 - 16.83) (19.56 - 26.48) (7.760 - 11.92)
H. reflexum (La Esperanza)**  3.04 3.65 3.04
(2.61 - 3.55) (3.32-4.01) (2.82 - 3.27)
H. reflexum (Ifonche) 3.28 3.87 3.33
(2.87 - 3.76) (3.53 - 4.23) (3.08 - 3.60)
Control positivo Cisplatino 0.43 2.94 242
(0.3 -0.48) (2.22 - 3.13) (2.00 - 2.85)

a
b
c
d
e

Intervalo de confianza del 95 %.
* p < 0.0001, comparado con el control.
** p < 0.001, comparado con el control.
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IC5, = Concentracion que reduce a un 50% el crecimiento celular (tras 72 h de incubacion).

Linea celular de melanoma humano.
Linea celular de carcinoma mamario humano.

Linea celular de carcinoma humano de colon.
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Pagina anterior: Hypericum reflexum L.f. var. reflexum.
[Imagen disponible en http:/iwww.jardincanario.org/inicio, web del Jardin Botanico Viera y Clavijo de Gran Canarias].



En la presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo el estudio fitoquimico de diferentes
extractos de tres especies del género Hypericum, de las cuales una es endémica de las Islas
Canarias, Hypericum reflexum L. f. (popularmente conocida como “cruzadilla®), mientras que las
otras dos, Hypericum canariense L. (‘granadillo”) e Hypericum grandifolium Choisy
(“malfurada”), son endémicas de la region macaronésica (Arechavaleta et al. 2010), utilizando
para ello diferentes técnicas cromatograficas (HPLC-DAD, HPLC-MS, GC-FID y GC-MS).
Asimismo, se llevdo a cabo el estudio in vitro de la actividad antioxidante, citotoxica y
antimicrobiana de estos extracto mediante los métodos anteriormente descritos en el capitulo
Material y Métodos, con el fin de completar su potencial terapéutico. A continuacion, vamos a
hacer una discusion de los resultados obtenidos para cada uno de estos apartados por

separado.



I. ESTUDIO FITOQUIMICO

En el género Hypericum existen ciertos componentes caracteristicos que aportan una
informacion valiosa sobre el mismo, ya que su presencia no sélo se relaciona con algunas de sus
actividades bioldgicas sino también con los diferentes grupos taxonomicos que lo componen
(Crockett et al. 2005; Toker 2009; Nicoletti 2011; Crockett 2011; Zhao et al. 2015). Por ello,
nuestra investigacion se ha centrado en la caracterizacion de dichos compuestos, para lo que se
ha realizado un analisis del contenido de los mismos a través de técnicas cromatograficas de alta
eficacia (HPLC-DAD y HPLC/ESI-MS).

Hemos encontrado que todas las especies de hipérico analizadas poseen acido
clorogénico, hiperosido, isoquercitrina y quercetina, siendo el acido clorogénico el metabolito
secundario mas abundante en todas las especies de hipérico estudiadas, excepto en Hypericum
grandifolium en donde el hiperdsido fue el mas abundante. En este sentido, debemos destacar
los valores encontrados para el acido clorogénico en las dos especies de Hypericum reflexum
estudiadas (> 10.9 mg/g), que son superiores a los encontrados por Filippini et al. (2010) en
otras especies de Hypericum (6.09 mg/g). Estos altos niveles son de gran interés, ya que se ha
demostrado que la aplicacion topica de acido clorogénico puede acelerar la cicatrizacion de
heridas por su capacidad de aumentar la sintesis de colageno a través de la activacion de
agentes claves como el factor de necrosis tumoral a y la transformacién del factor de crecimiento
B1 en diferentes fases del proceso de cicatrizacion de la herida, asi como por su capacidad
antioxidante (Chen et al. 2013; Kaur y Verma 2015). Este hecho podria justificar el uso que se
hace de estas especies canarias en la medicina tradicional como cicatrizantes (Darias et al.
1986, 1989; Pérez de Paz y Hernandez Padrén 1999). Por otra parte, se ha demostrado que el
acido cafeico, que es un producto de hidrélisis del acido clorogénico, presenta actividad
antidepresiva mediante la modulacién de los receptores adrenérgicos asa (Takeda et al. 2003),
por lo que este metabolito podria explicar en parte la accion antidepresiva encontrada para estas
especies en trabajos anteriores llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion (Prado et al.
2002; Sanchez-Mateo et al. 2002, 2005, 2007, 2009).

Debemos comentar que en un estudio fitoquimico realizado con anterioridad por nuestro

equipo de investigacion con Hypericum grandifolium (Bonkanka et al. 2008) no se encontré acido
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clorogénico, lo cual no concuerda con los datos obtenidos en la presente Tesis Doctoral. Dado
que se ha observado que la produccion de acido clorogénico varia en funcion de factores como
el grado de desarrollo de la planta o el estrés ambiental (Moral del 1972; Grace et al. 1998; Cirak
et al. 2007), es posible que estas discrepancias encontradas puedan explicarse por diferentes
factores como la zona o época de recoleccion de la planta o el método analitico utilizado para su
estudio.

Con respecto a los otros metabolitos secundarios analizados, la quercitrina sélo fue
detectada en Hypericum canariense y en Hypericum grandifolium, mientras que la rutina se
encontrd en todas las especies estudiadas excepto en el Hypericum grandifolium. Es interesante
resaltar los altos valores de rutina hallados para la especie Hypericum reflexum (> 7.6 mg/g),
similares a los mostrados por Hypericum perforatum (4.25-9.23 mg/qg) (Sagratini et al. 2008).
Dado que se ha asociado la actividad antidepresiva de los extractos de hipérico con su contenido
en rutina (Noldner y Schotz 2002), es posible que una parte de los efectos antidepresivos
observados para las especies canarias en trabajos anteriores (Prado et al. 2002; Sanchez-Mateo
et al. 2002, 2005, 2007) sea debido a la presencia de este compuesto.

En relacion a las naftodiantronas, no se pudo detectar hiperforina e hipericina en ninguno
de los extractos o fracciones analizadas por la técnica de HPLC-DAD. Como es bien sabido, las
naftodiantronas, como la hipericina y la pseudohipericina, son consideradas marcadores
quimiotaxonomicos importantes del género Hypericum y han sido asociadas con la mayoria de
las acciones farmacoldgicas de las especies de este género (Bombardelli y Morazzoni 1995;
Butterweck et al. 1997; Barnes et al. 2001; Avato 2005; Crockett et al. 2005; Hostettmann y
Wolfender 2005; Saddige et al. 2010; Crockett y Robson 2011; Semelakova et al. 2012;
Menichini et al. 2013; MikeSova et al. 2013; Prakash et al. 2013; Teiten et al. 2013; Marrelli et al.
2014; Wolfle et al. 2014; Zhao et al. 2015).

Otros autores tampoco han encontrado naftodiantronas en las especies de Hypericum
canariense (NUrk y Crockett 2011) y de Hypericum grandifolium (Crockett et al. 2005; Bonkanka
et al. 2008; Bonkanka et al. 2011), lo cual esta en consonancia con los resultados obtenidos en
la presente Tesis Doctoral. Por lo que se refiere a la especie Hypericum reflexum, es la Unica de
las especies estudiadas que contiene glandulas secretoras de color oscuro en el borde de las
hojas y flores donde las naftodiantronas, como hipericina y/o pseudohipericina se almacenan
(Bramwell y Bramwell 2001; Crockett y Robson 2011). De hecho, su extracto muestra un color
rojizo oscuro, lo cual suele ser indicativo de la presencia de naftodiantronas (Ciccarelli et al.
2001; Cirak et al. 2007a; Cirak et al. 2007b; Guedes et al. 2012; Akhtar et al. 2014). Por ello,

para confirmar la ausencia de este tipo de compuestos en nuestras especies en estudio se utilizd
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una técnica analitica mas selectiva y sensible para identificar compuestos a bajas
concentraciones, el HPLC/ESI-MS. Tras la realizacion de esta técnica, confirmamos la ausencia
de este tipo de compuesto en las especies analizadas, excepto para el Hypericum reflexum
donde se encontraron trazas de pseudohipericina asi como una pequefia proporcion de
hipericina (0.153 mg/g), si bien los niveles detectados son inferiores a los hallados para
Hypericum perforatum (0.35-1.72 mg/g) (Sagratini et al. 2008). En resumen, los resultados
encontrados en nuestro estudio, ausencia de naftodiantronas en Hypericum canariense e
Hypericum grandifolium y presencia en Hypericum reflexum, estan de acuerdo con la relacién
entre las secciones del género Hypericum propuesta por Robson (2003).

Con respecto a la hiperforina, debemos comentar que en un estudio fitoquimico previo
del extracto metabdlico de la especie Hypericum grandifolium (recolectada en Tenerife) se
detecto su presencia, pero en una cantidad muy pequefia (< 0.1 mg/g de planta seca) (Bonkanka
et al. 2008). Es necesario sefialar que la hiperforina es una molécula bastante inestable (Avato
2005; Hostettmann y Wolfender 2005; Saddige et al. 2010) y que su concentracion puede variar
en funcion de diversos factores como el origen geografico de las plantas, época de recoleccion o
la conservacion del material desecado (Hostettmann y Wolfender 2005; Bagdonaité et al. 2012;
Wolfle et al. 2014). Ademas, es posible que el método analitico utilizado en nuestro estudio sea
poco sensible a las concentraciones tan bajas de hiperforina detectadas para Hypericum
grandifolium con anterioridad, lo que justificaria su ausencia.

Por otra parte, dado el interés que los aceites esenciales han suscitado en las ultimas
décadas y el hecho de que se encontraran escasas 0 nulas referencias bibliograficas sobre la
composicion de estos metabolitos en las especies de Hypericum seleccionadas para nuestro
estudio (Mathis 1964; Avato 2005; Lotocka y Osinska 2010; Bertoli 2011), se considerd de
interés realizar el estudio de los componentes volatiles de las mismas. Para ello se extrajo el
aceite esencial de cada una de ellas y se analizé en un GC-MS y GC-FID, lo que nos permitio
conocer el rendimiento y la composicién cualitativa y cuantitativa de los diferentes aceites
esenciales. Asimismo, se pudo constatar la variabilidad que existe en la composicion de las
sustancias volatiles entre dos especies de Hypericum reflexum recogidas en diferentes zonas de
la isla.

Tras la realizacion del analisis, se observd que los componentes mayoritarios en los
cuatro aceites esenciales estudiados estan relacionados con la fraccion de hidrocarburos. Tanto
en el aceite esencial de Hypericum canariense como en el de Hypericum grandifolium los
compuestos mas abundantes fueron los alcanos seguidos de los hidrocarburos sesquiterpénicos,

siendo los constituyente mayoritarios el n-nonano y el (E)-cariofileno.
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Con respecto a la composicion del aceite esencial del Hypericum reflexum recogido en
dos zonas diferentes de la Isla de Tenerife, es interesante resaltar que hemos encontrado
diferencias significativas en la composicion cuantitativa de ambos aceites esenciales. Asi, la
especie recogida en Ifonche presentd una proporcion equilibrada de alcanos, hidrocarburos
monoterpénicos y sesquiterpénicos, mientras que la especie recogida en La Esperanza mostro
una mayor proporcion de hidrocarburos sesquiterpénicos en su composicion. Debemos sefialar
que, en conjunto, los componentes mas representativos de estos dos aceites esenciales son el
n-undecano entre los alcanos, el a-pineno y B-pineno dentro de los hidrocarburos
monoterpénicos, y, en el grupo de los sesquiterpenos, el (E)-cariofileno y el 6-cadineno entre los
hidrocarburos y el a-cadinol y el éxido de cariofileno dentro de los oxigenados.

Para apreciar mejor las posibles relaciones entre los diferentes aceites esenciales
estudiados e identificar los principales componentes responsables de la variabilidad entre ellos,
se compararon por medio del andlisis estadistico de componentes principales (PCA). Tras
realizar este analisis, comprobamos que los componentes fundamentales de los cuatro aceites
esenciales analizados son n-nonano, (E)-cariofileno, a-pineno y B-pineno. El aceite esencial de
Hypericum canariense estd muy relacionado con el de Hypericum grandifolium debido a la
presencia en ambos de n-nonano, pero en el de Hypericum grandifolium influye ademas el alto
contenido en (E)-cariofileno. Los aceites esenciales de las dos especies de Hypericum reflexum
contienen una alta proporcion de n-undecano, pero en el ejemplar de La Esperanza se encontrd
un mayor contenido de (E)-cariofileno, mientras que el ejemplar de Ifonche fue mas rico en a-
pineno y B-pineno. Estos resultados nos hacen pensar en la posible existencia de una
variabilidad intraespecifica en Hypericum reflexum, lo cual no seria extrafio ya que algunos
estudios apuntan a la existencia de variedades en el seno de esta especie (Kunkel 1991; Robson
1996; Arechavaleta et al. 2010; JBVC 2013; Bramwell 2014).

Ademas hay que tener en cuenta que los aceites esenciales son uno de los
componentes metabdlicos que sufren mayor variabilidad con respecto a la diferente distribucion
geografica y distintas condiciones medioambientales (Kuklinski 2000; Figueiredo et al. 2008;
Barra 2009; Miguel 2010a; Miguel 2010b; Amorati et al. 2013). Por eso, no es de extrafiar las
diferencias encontradas entre los aceites esenciales de las dos especies de Hypericum reflexum
de habitats diferentes que han sido estudiadas.

Algunos autores consideran los aceites esenciales como marcadores quimiotaxondémicos
del género Hypericum (Mathis y Ourison 1964a, 1964b, 1964c; Avato 2005), pero sélo en
algunos casos se encuentran grupos homogéneos de aceites esenciales relacionados con la

clasificacion taxonémica, presentando la mayoria variabilidad tanto en el contenido como en la
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composicion (Crockett 2010). Este es el caso del Hypericum reflexum, que mostré no sélo una
variabilidad intraespecifica (como comentamos anteriormente), sino que también presentd
diferencias en los componentes volatiles mayoritarios con respecto a otros miembros de la
seccion Adenosepalum a la que pertenece, como Hypericum delphicum, Hypericum montanum e
Hypericum tomentosum. Asi, se ha encontrado que los componentes mayoritarios para
Hypericum delphicum procedente de la Peninsula Arabiga fueron 6xido de cariofileno, (E)-
cariofileno y n-undecano (Crockett et al. 2007); para Hypericum montanum de ltalia fueron
germacreno D y (E)-cariofileno (Maggi et al. 2010); para Hypericum tomentosum procedente de
Portugal fueron (E)-cariofileno, n-undecano y a-humuleno, mientras que para Hypericum
tomentosum procedente de Tunez fueron mentona, n-octano, (E)-cariofileno y a-pineno
(Nogueira et al. 1998; Hosni et al. 2008).

Hay que comentar que los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral para la
composicion quimica de los aceites esenciales estan en concordancia con los encontrados para
otras especies del género Hypericum. Asi, se ha observado que, en general, las especies del
género Hypericum tienen una gran cantidad de compuestos sesquiterpénicos en sus aceites
esenciales, siendo el (E)-cariofileno uno de los més representativos en la mayoria de las
esencias de las especies de Hypericum (Guedes et al. 2012). Asimismo, los compuestos méas
representativos entre los hidrocarburos monoterpénicos son el a-pineno y B-pineno, mientras que
los n-alcanos son los componentes mas abundantes so6lo en algunas especies del género,

siendo los mayoritarios el n-nonano y el n-undecano (Guedes et al. 2012).
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Desde hace varios afios el equipo de investigacién del que formo parte ha venido
realizando numerosos trabajos encaminados a poner de manifiesto las potenciales actividades
farmacoldgicas de diferentes especies vegetales utilizadas con fines medicinales en las Islas
Canarias, con el animo no so6lo de evaluar su uso popular sino también encontrar posibles
moléculas con potencial actividad farmacologica. A este respecto, anteriores estudios realizados
por nuestro equipo han puesto de manifiesto las propiedades antibacterianas, analgésicas
antiinflamatorias y antidepresivas de diferentes extractos y fracciones obtenidas de las
sumidades floridas de unas especies nativas de las Islas Canarias, Hypericum canariense L.,
Hypericum glandulosum Aiton e Hypericum grandifolium Choisy y una endémica del
Archipiélago, Hypericum reflexum L. f. (Herrera et al. 1996; Pardo et al. 2002; Rabanal et al.
2002; Sanchez-Mateo et al. 2002, 2004; Rabanal et al. 2005; Sanchez-Mateo et al. 2005, 20064,
2006b, 2006¢, 2007; Bonkanka et al. 2008; Sanchez-Mateo et al. 2009, 2015 in press).

La presentes Tesis Doctoral es una continuacion del estudio previo realizado por parte
de nuestro grupo de investigacion sobre las propiedades farmacoldgicas de tres de estas
especies del género Hypericum (Hypericum canariense L., Hypericum grandifolium Choisy e
Hypericum reflexum L. f.), centrandonos en este caso en el estudio de su potencial actividad

antioxidante, citotéxica y antimicrobiana frente a cepas multirresistentes.

I1.1. Capacidad antioxidante

En los ultimos afios ha habido un creciente interés en estudiar las propiedades
antioxidantes de compuestos procedentes del reino vegetal (principalmente de los compuestos
polifendlicos), ya que constituyen una de las principales fuentes de antioxidantes exdgenos que
adquirimos a través de la dieta, jugando un papel importante en el mantenimiento del equilibrio
redox y en disminuir la incidencia del dafio producido por los radicales libres (Youdim y Joseph
2001; Issa et al. 2006; Lotito y Frei 2006; Russo 2007; Holst y Williamson 2008).
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Como es bien sabido, debido a la complejidad de los procesos de oxidacion, una
evaluacion correcta y completa de la actividad antioxidante requiere el uso de diferentes métodos
de ensayo, ya que los antioxidantes pueden actuar por diferentes mecanismos y obtenerse asi
distintos resultados dependiendo del método de analisis utilizado (Arnao et al. 1999; Sanchez-
Moreno 2002; Aruoma 2003; Zou et al. 2004; Dudonné et al. 2009; Gioti et al. 2009; Miguel
2010b; Org&i¢ et al. 2011; Amorati et al. 2013).

Por consiguiente, para evaluar el potencial efecto antioxidante in vitro de las especies de
hipérico que forman parte de este estudio se han utilizado tres métodos, que miden tanto la
capacidad de captacion de radicales libres (métodos del DPPH y del ABTS) como la capacidad
reductora (método del FRAP). Estos métodos elegidos son usados frecuentemente para evaluar
el potencial antioxidante por ser rapidos, sensibles y reproducibles (Arnao et al. 1999; Aruoma
2003). También se determind el contenido de compuestos fendlicos totales mediante el método
de Folin-Ciocalteu, que, aunque no esta directamente relacionado con la medicion de la actividad
antioxidante, puede ser util para tales estudios, sobre todo si se combina con métodos para
medir dicha actividad, ya que se ha observado una correlacion positiva entre el contenido de
fenoles totales y la actividad antioxidante (Meir et al. 1995; Benzie y Strain 1996; Benzie y Szeto
1999; Gioti et al. 2009).

Todos los extractos y fracciones de las especies en estudio, con excepcion de los
aceites esenciales, mostraron una eficaz actividad antioxidante en el ensayo con DPPH,
sobresaliendo entre ellos las fracciones polares de las tres especies en estudio que presentaron
valores de ICso comparables a los del antioxidante de referencia (Trolox), sobre todo si tenemos
en cuenta que se tratan de mezclas complejas de compuestos y no de sustancias puras.

Tras la realizacién del ensayo con ABTS, comprobamos que todos los extractos y
fracciones ensayadas presentaron una importante accion antioxidante en esta prueba,
observandose que las fracciones polares de las tres especies en estudio obtuvieron la mayor
capacidad secuestradora del radical, al igual que sucedié en el ensayo con DPPH. Por su parte,
los aceites esenciales, aunque presentaron una buena actividad captadora de radicales libres,
fueron los que presentaron la menor capacidad antioxidante por este método.

Cuando se llevd a cabo el método FRAP, que mide la capacidad de una muestra de
reducir el idn férrico, encontramos que todos los extractos ensayados, con la excepcién de los
aceites esenciales, fueron activas en esta prueba. En consonancia con los resultados obtenidos
en los ensayos anteriores, las fracciones polares presentaron la mayor capacidad reductora en

este método.
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Por otro lado, es interesante destacar que en nuestro estudio se observo una correlacion
entre el contenido de fenoles totales determinado por el método de Folin-Ciocalteu y la
capacidad antioxidante encontrada en los métodos realizados para todos los extractos, con
excepcidn de los aceites esenciales. Asi, las fracciones polares de las tres especies en estudio,
que son las que poseen una mayor proporciéon de contenido fendlico total, mostraron mayor
eficacia antioxidante, mientras que las fracciones cloroférmicas, con la menor proporcién,
presentaron una actividad inferior.

Dado que la mayoria de los compuestos polifendlicos encontrados en estas especies
(acido clorogénico, hiperosido, quercetina, quercitrina, rutina) han demostrado una notable
actividad antioxidante (Chen y Ho 1997; Fukumoto y Mazza 2000; Pérez Trueba 2003; Zou et al.
2004; Li et al. 2008, Gioti et al. 2009; Saddiqge et al. 2010; Chahar et al. 2011; Sato et al. 2011;
Razzaghi-Asl et al. 2013; Li et al. 2014), consideramos que los efectos observados en el
presente estudio se deben en buena parte a la presencia de estos compuestos. De hecho, en
otros estudios realizados con otras especies del género Hypericum se ha relacionado la actividad
antioxidante con los compuestos fendlicos y, en especial, con el acido clorogénico (Hunt et al.
2001; EI-Sherbiny et al. 2003; Silva et al. 2005; Gioti et al. 2009; Orci¢ et al. 2011; Asgarpanah
2012; Kanmani et al. 2014; Wolfle et al. 2014).

No obstante, debe sefialarse que aunque generalmente se considera que la capacidad
antioxidante estd directamente relacionada con el contenido fendlico total, esta relacion no
siempre se cumple, ya que en mezclas complejas como los extractos vegetales, la presencia de
otros compuestos distintos a los fendlicos con propiedades reductoras puede proporcionar
discrepancias entre los valores de las propiedades antioxidantes y el contenido fendlico (Zafrilla
et al. 2003; Elmastas et al. 2006; Gioti et al. 2009).

En este sentido, los aceites esenciales, como era de esperar, mostraron el contenido
fendlico mas bajo por el método de Folin-Ciocalteu, lo que podria corresponderse con la nula o
débil actividad antioxidante en los métodos DPPH y FRAP. Sin embargo, presentaron una
capacidad antioxidante moderada en el método ABTS, lo que nos sugiere que contienen otro tipo
de compuestos responsables de la actividad encontrada. En este sentido, debemos comentar
que se han obtenido muy buenos resultados con aceites esenciales ricos en monoterpenos (p-
cimeno, terpinoleno, a-terpineno, y-terpineno y sabineno) y en (E)-cariofileno (Ruberto y Baratta
2000; Edris 2007; Edziri et al. 2010; Mechergui et al. 2010; Miguel 2010a), componentes que se
encuentran en los aceites esenciales estudiados. No obstante, al ser los aceites esenciales
mezclas complejas es dificil atribuir la actividad antioxidante encontrada a un componente

determinado, por lo que se considera que la mayoria de las acciones observadas son
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consecuencia de la accion sinérgica de varios de estos compuestos (Adorjan y Buchbauer 2010;
Miguel 2010b; Amorati et al. 2013).

En resumen, podemos decir que los resultados que se han obtenido en este estudio con
las especies de Hypericum evaluadas estan en consonancia con la potente actividad
antioxidante encontrada para otras especies de este género (Hunt et al. 2001; EI-Sherbiny et al.
2003; Zou et al. 2004; Silva et al. 2005; Radulovi¢ et al. 2007; Sagratini et al. 2008; Gioti et al.
2009; Dordevic et al. 2010; Or¢ic et al. 2011; Asgarpanah 2012; Guedes et al. 2012; Kanmani et
al. 2014; Wolfle et al. 2014).

11.2. Actividad antimicrobiana

La creciente aparicion y diseminacion de resistencias a los antimicrobianos clasicos y los
graves efectos secundarios que ocasionan, asi como la aparicién de micosis y otras infecciones
oportunistas en pacientes inmunodeprimidos, justifican la busqueda de nuevos compuestos con
propiedades antimicrobianas que resuelvan o palien estas limitaciones (Diaz Granados et al.
2008; Lagamayo 2008; Bockstael y van Aerschot 2009; Srivastava et al. 2014; Fukuda 2015). En
esta busqueda de nuevos agentes antimicrobianos, en los Ultimos afios ha aumentado el interés
en el estudio de las propiedades antimicrobianas de los productos de origen natural (vegetal y
animal), ya que pueden aportar nuevos compuestos activos con estructuras diferentes y/o
nuevos mecanismos de accion (Cowan 1999; Domingo y Lépez-Brea 2003; Rios y Recio, 2005;
Cos et al. 2006; Rahman 2015).

En la presente Tesis Doctoral, se llevd a cabo el estudio de la actividad antimicrobiana
de los extractos de hipérico frente a diferentes bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi
como varias cepas de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) y de
Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) mediante el método de difusién en agar y el de
microdilucion.

Al realizar el estudio mediante el método de difusién en agar, encontramos que todos los
extractos ensayados presentaron una actividad moderada frente a las bacterias Gram positivas,
pero no mostraron actividad frente a las Gram negativas. Estos resultados concuerdan con los
de otros estudios en donde se ha observado que las bacterias Gram negativas son resistentes a
la accion de los extractos de hipéricos (Barnes et al. 2001; Gibbons et al. 2002; Avato et al. 2004;
Cecchini et al. 2007; Saddige et al. 2010; Wolfle et al. 2014; Zhao et al. 2015) y, en especial, a la

de los aceites esenciales (Burt 2004; Vergis et al. 2015). Mediante el método de microdilucion,
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solo pudimos determinar las concentraciones minimas inhibitorias de los extractos Soxhlet, ya
que en los aceites esenciales se observo un precipitado que dificultd la lectura e interpretacion
de los resultados. Teniendo en cuenta que un extracto se considera activo en el método de
microdilucién cuando su CIM es igual o menor a 100 ug/ml (Rios et al. 1988; Rabanal et al. 2002;
Rios y Recio 2005; Cushnie y Lamb 2011), las especies estudiadas sélo mostraron actividad
apreciable en este ensayo frente a Staphylococcus aureus, destacando los valores de CIM
encontrados para Hypericum grandifolium (32 ug/ml).

Conviene resefiar que la actividad antimicrobiana de los extractos metandlicos y
fracciones (cloroférmica, butanélica y acuosa) de estas especies habia sido estudiada con
anterioridad por nuestro equipo de investigacion, presentando también en esa ocasion estos
extractos mayor actividad frente a las bacterias Gram positivas (Herrera et al. 1996; Rabanal et
al. 2002; Sanchez-Mateo et al. 2006a). Sin embargo, la actividad antimicrobiana encontrada para
todas las especies en esos trabajos fue, en general, ligeramente mayor a la observada en esta
Tesis Doctoral, lo cual podria explicarse por los diferentes métodos de extraccion (extractos
metandlicos y sus fracciones en lugar de metanol/acetona como en la presente Tesis Doctoral) y
las dosis utilizadas (en la anterior investigacion fueron superiores: 1.25 mg/disco), asi como las
distintas cepas bacterianas ensayadas.

Por otro lado, todos los extractos y fracciones estudiados presentaron moderada
actividad antibacteriana frente al crecimiento de las cepas de SARM ensayadas con el método
de difusién en agar, pero no se observé actividad frente a las tres cepas de BLEE utilizadas.
Debemos destacar la actividad encontrada para las fracciones polares de Hypericum canariense
y de Hypericum grandifolium, asi como para la fraccién CHCIz del Hypericum reflexum de La
Esperanza, que mostraron halos de inhibicion préximos a los mostrados por la vancomicina
(antimicrobiano utilizado como referencia).

Sin embargo, todos los extractos de las especies de hipérico ensayadas presentaron
valores de CIM altos frente a todas las SARM ensayadas por el método de microdilucién, a
excepcion de la fraccion polar de Hypericum canariense (CIM = 82.5 mg/ml), si bien
reconocemos que es una concentracion alta para definir una apreciable actividad antibacteriana
frente a cepas SARM, sobre todo si recordamos que para considerar que un extracto posee
actividad antimicrobiana apreciable su CIM debe ser < 100 pg/ml en el método de microdilucion
(Rios et al. 1988; Rabanal et al. 2002; Rios y Recio 2005; Cushnie y Lamb 2011).

En definitiva, es necesario resaltar que si bien la actividad antibacteriana encontrada en
la presente Tesis Doctoral para los extractos ensayados de las especies de hipérico en estudio

fue baja, consideramos que seria necesario investigar mas en profundidad esta actividad, sobre

132



5. DISCUSION
II. Actividad bioldgica

todo teniendo en cuenta que, al no existir puntos de corte en los ensayos de la actividad
antimicrobiana para los productos naturales mediante las técnicas de difusién en agar ni
microdilucidn en caldo, nos hemos basado en lo publicado por algunos autores (Rios et al. 1988;
Rabanal et al. 2002; Rios y Recio 2005; Cushnie y Lamb 2011). Por otro lado, existen numerosos
trabajos que demuestran las interesantes propiedades antimicrobianas (Schwob et al. 2002;
Couladis et al. 2003; Kalemba y Kunicka 2003; Cecchini et al. 2007; Saraglou et al. 2007;
Saddige et al. 2010; Bertoli et al. 2011; Sperandio et al. 2013; Wolfle et al. 2014; Zhao et al.
2015;) y antiestafilococicas (Reichling et al. 2001; Gibbons et al. 2002, 2005; Shiu y Gibbons,
2006; Gibbons 2008; Sarkisian et al. 2012; Zuo et al. 2012; Shiu et al. 2013; Jiang et al. 2015; Li

et al. 2015) que tienen otras especies del género Hypericum.

11.3. Actividad citotoxica

La citotoxicidad puede ser definida como la capacidad que poseen ciertos compuestos
de inducir una alteracion de las funciones celulares basicas que conlleva a un dafio que puede
ser detectado. Se han desarrollado diferentes ensayos para determinar la citotoxicidad in vitro de
un compuesto, siendo uno de los métodos mas empleados para evaluarla el ensayo
colorimétrico del MTT. Como es bien sabido, este ensayo se basa en la reduccién metabolica del
MTT por la accién de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto de
color azul-violeta (formazan), cuya concentracion es proporcional al nimero de células vivas. Por
lo tanto, este método permite medir supervivencia y proliferacion celular, asi como también
determinar la citotoxicidad de potenciales agentes terapéuticos. Si estos estudios de evaluacion
de citotoxicidad se realizan frente a grupos de lineas celulares derivadas de tumores humanos,
la capacidad citotoxica observada in vitro se relaciona con una potencial actividad antitumoral in
vivo de los compuestos ensayados (Astashkina et al. 2012; Judson et al. 2013; Gustafsson et al.
2014).

En la presente Tesis Doctoral, se utilizo el método colorimétrico del MTT para determinar
el posible efecto citotdxico in vitro de los diferentes extractos de las especies de hipérico sobre
tres lineas celulares tumorales: A375 (linea celular de melanoma humano), MDA-MB 231 (linea
celular de carcinoma mamario humano) y HCT116 (linea celular de carcinoma humano de
colon), obteniéndose asi una valoracion preliminar in vitro de la potencial actividad antitumoral de

estos extractos.
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Tras la realizaciéon de esta prueba, comprobamos que todos los extractos ensayados
presentaron actividad citotoxica frente a todas las lineas tumorales ensayadas, mostrando los
aceites esenciales una potencia superior a los extractos Soxhlet estudiados.

Dentro de los extractos Soxhlet, Hypericum grandifolium presentd la mayor actividad
citotdxica frente a todas las lineas tumorales, obteniendo valores de ICsp frente a la linea celular
HCT116 proximos a los del farmaco utilizado como referencia (cisplatino). Debemos resefiar que,
en general, la linea celular mas sensible a los extractos Soxhlet fue la derivada de carcinoma
humano de colon (HCT116), seguida de la de melanoma humano (A375) y, por Ultimo, la de
carcinoma mamario humano (MDA-MB 231).

Con respecto a los posibles componentes responsables de la actividad observada,
recordemos que en el estudio fitoquimico se detectaron acido clorogénico, hiperosido,
isoquercitrina y quercetina en todas las especies de hipérico analizado. Asimismo se encontr6
rutina en todas las especies excepto en el Hypericum grandifolium, mientras que quercitrina solo
fue detectada en Hypericum canariense y en Hypericum grandifolium. Dado que se ha
encontrado para varios de estos metabolitos secundarios (como son &cido clorogénico,
quercetina, rutina y quercitrina) actividad citotdxica sobre diferentes lineas celulares tumorales
(Jiang et al. 2000; Nijveldt et al. 2001; Li et al. 2009; Loizzo et al.2009; Cincin et al. 2015), es
posible que una parte de los resultados observados en el presente estudio pudieran deberse
también a la presencia de estos compuestos. No obstante, debemos comentar que estos efectos
se observaron con dosis altas de los mismos, ensayandose ademas como compuestos puros,
por 1o que cabe suponer que existen otros metabolitos en nuestros extractos que contribuyan a
dicha actividad citotdxica. En este sentido, cabe resefiar que algunas xantonas y xantolignanos
identificadas en los tres hipéricos estudiados (Cardona et al. 1985; Cardona 1986; Bennett 1989;
Cardona 1990; Cardona et al. 1992; Diaz 2010) han demostrado poseer una actividad citotoxica
relativamente elevada (Zhao et al. 2015).

Asimismo, todos los aceites esenciales estudiados presentaron una actividad citotdxica
potente sobre todas las lineas celulares tumorales ensayadas con la misma sensibilidad,
sobresaliendo entre todos ellos el Hypericum reflexum que mostré unos resultados comparable a
los obtenidos con el cisplatino. En la literatura revisada hemos encontrado que algunos
compuestos presentes en nuestros aceites esenciales (a-pineno, B-pineno, n-nonano y
especialmente (E)-cariofileno) han mostrado actividad antitumoral frente a diferentes lineas
tumorales (Rogers et al. 2004; Adorjan 2010; Venditti et al. 2013; Raut y Karuppayil 2014;

Woguem et al. 2014), si bien esta actividad es menor a la encontrada para los aceites
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esenciales. Por ello, suponemos que se ha producido un efecto sinérgico entre los diferentes
componentes del aceite esencial (Williamson 2001; Adorjan 2010).

Los resultados que hemos obtenido en este estudio con las especies de Hypericum
evaluadas estan en consonancia con los interesantes efectos antitumorales encontrados para
otras especies de este género (Guedes et al. 2012; Romagnolo y Selmin 2012; Semelakova et
al. 2012; MikeSova et al. 2013; Prakash et al. 2013; Quassinti et al. 2013, Teiten et al. 2013;
Kleemann et al. 2014; Marrelli et al. 2014; Wélfle et al. 2014).
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Pagina anterior: Hypericum reflexum L. f.
(a) habito; (b) hoja (envés); (c) sépalo; (d) pétalo; (e) capsula (Adaptado de Robson 1996).



6.a. CONCLUSIONES

1. Tras el estudio fitoquimico de las especies Hypericum canariense L., Hypericum
grandifolium Choisy e Hypericum reflexum L. f. se ha encontrado que todas las especies
analizadas poseen acido clorogénico, hiperdsido, isoquercitrina y quercetina. La rutina se
encontrd en todas las especies estudiadas excepto en el Hypericum grandifolium, mientras que
la quercitrina sélo fue detectada en Hypericum canariense y en Hypericum grandifolium. Hay que
destacar, ademas, las cantidades especialmente elevadas de acido clorogénico y rutina en los

extractos de Hypericum reflexum.

2. Con respecto a las naftodiantronas (hipericina y pseudohipericina), consideradas
marcadores quimiotaxonomicos importantes del género Hypericum, no se han detectado en las
especies estudiadas, a excepcion de Hypericum reflexum en el cual se encontrd trazas de
pseudohipericina asi como una pequefia proporcion de hipericina mediante la técnica HPLC/ESI-
MS. Esto estd en consonancia con la relacion entre las secciones del género Hypericum

propuesta por Robson.

3. Tras la realizacion del analisis de los aceites esenciales de Hypericum canariense y de
Hypericum grandifolium por GC-MS y GC-FID se observd que los componentes mas abundante
fueron los alcanos seguidos de los hidrocarburos sesquiterpénicos, siendo el n-nonano y el (E)-

cariofileno los constituyentes mayoritarios.

4. El estudio del aceite esencial de la especie de Hypericum reflexum recogida en dos
zonas diferentes de la Isla de Tenerife ha revelado diferencias significativas en la composicion
cuantitativa de ambos aceites esenciales, presentando la especie recogida en Ifonche una
proporcion equilibrada de alcanos, hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos, mientras
que la especie recogida en La Esperanza mostr6 una mayor proporcion de hidrocarburos
sesquiterpénicos en su composicion. Los componentes mas representativos en ambos aceites
esenciales fueron el n-undecano, a-pineno y B-pineno, (E)-cariofileno, d-cadineno, a-cadinol y el

oxido de cariofileno.

5. Enlos ensayos realizados para evaluar el potencial efecto antioxidante in vitro, todos los
extractos y fracciones de las especies en estudio mostraron una eficaz capacidad antioxidante in
vitro en los tres métodos utilizados (el ensayo con DPPH, ABTS y FRAP), con excepcion de los
aceites esenciales que presentaron sélo actividad en el método de ABTS. Sobresale en este
sentido las fracciones polares de las tres especies en estudio que presentaron una actividad

comparable a la mostrada por el antioxidante de referencia.
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6. Debemos comentar que se observd en nuestro estudio una correlacion entre el
contenido de fenoles totales determinado por el método de Folin-Ciocalteu y la capacidad
antioxidante encontrada en los métodos realizados para todos los extractos, con excepcion de

los aceites esenciales.

7. Con respecto a la actividad antimicrobiana, todos los extractos ensayados presentaron
actividad moderada frente a las bacterias Gram positivas mediante el método de difusion en
agar, encontrando sélo para Hypericum grandifolium actividad frente a Staphylococcus aureus

tras la realizacion del método de microdilucion.

8. Si bien todos los extractos y fracciones estudiados presentaron actividad antibacteriana
frente al crecimiento de las cepas de SARM ensayadas con el método de difusién en agar, todos

presentaron valores de CIM altos por el método de microdilucion.

9. Todos los extractos ensayados de las especies de hipérico estudiadas presentaron una
interesante actividad citotdxica in vitro en el ensayo colorimétrico del MTT frente a todas las
lineas tumorales ensayadas (A375, MDA-MB 231, HCT116), mostrando los aceites esenciales
una potencia superior a los extractos Soxhlet estudiados. Debemos destacar en este sentido la
actividad citotoxica del extracto Soxhlet de Hypericum grandifolium frente a la linea celular de
carcinoma humano de colon (HCT116) y la del aceite esencial de Hypericum reflexum frente a
todas las lineas tumorales ensayadas, ya que mostraron resultados comparables a los obtenidos

con el farmaco utilizado como referencia.

10. Con respecto a los principios activos, consideramos que los compuestos polifenélicos
detectados en estas especies (acido clorogénico, hiperdsido, quercetina, quercitrina, rutina) son
responsables en buena parte de las actividades encontradas en los extractos Soxhlet,
metanolico y derivados, mientras que la actividad observada para los aceites esenciales seria

consecuencia de la accion sinérgica de varios componentes terpénicos.
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1. Dall'analisi fitochimica di Hypericum canariense L., Hypericum grandifolium Choisy e
Hypericum reflexum L. f. si e giunti alla conclusione che tutte le specie in questione presentano
acido clorogenico, iperoside, isoquercitrina e quercetina. La rutina, invece, e stata rinvenuta in
tutte le specie tranne che in H. grandifolium, mentre la quercitrina solo ed esclusivamente in H.
canariense e H. grandifolium. Da rimarcare sono le elevate quantita di acido clorogenico e rutina
presenti negli estratti di H. reflexum.

2. Per quanto riguarda i naftodiantroni, che sono importanti markers chemotassonomici del
genere Hypericum, essi non sono presenti negli estratti di H. canariense e H. grandifolium,
mentre sono stati rinvenuti in quelli di H. reflexum mediante HPLC/ESI-MS; in particolare
quest’ultimo risulta contenere una modesta quantita di ipericina e pseudoipericina. Tali risulati
sarebbero in linea con la classificazione botanica operata da Robson per distinguere le diverse
sezioni all'interno del genere Hypericum.

3. Le analisi gascromatografiche (GC-FID e GC-MS) effettuate sugli oli essenziali distillati dalle
parti aeree fiorite di H. canariense e H. grandifolium, hanno evidenziato come componenti volatili
principali alcani e idrocarburi sesquiterpenici quali n-nonano e (E)-cariofillene.

4. L’analisi dell'olio essenziale di H. reflexum raccolto in due zone diverse dell’isola di Tenerife
ha mostrato differenze piu quantitative che qualitative nella composizione. La specie raccolta in
Ifonche ha mostrato livelli simili di alcani, idrocarburi monoterpenici e sesquiterpenici, mentre
quella raccolta a La Esperanza é risultata essere piu ricca in idrocarburi sesquiterpenici. |
componenti presenti in maggior quantita in entrambi gli oli sono n-undecano, a- e B-pinene, (E)-
cariofillene, d-cadinene, a-cadinol e cariofillene ossido.

5. Dai saggi antiossidanti realizzati per mezzo di tre diversi metodi (DPPH, ABTS, FRAP) e
emerso che tutti gli estratti e le frazioni delle specie di iperici esaminati presentano una buona
attivita, mentre gli oli essenziali, hanno mostrato un’attivita degna di nota solo nel saggio con
ABTS. Da sottolineare i risultati ottenuti con le frazioni pit polari di tutti e tre gli iperici che hanno
mostrato una capacita antiossidante simile a quella dello standard antiossidante di riferimento
(Trolox).

6. Dai risultati ottenuti con gli estratti nei saggi antiossidanti inoltre é emerso che esiste una
correlazione tra il contenuto in fenoli totali determinati con il metodo di Folin-Ciocalteu e ['attivita
antiossidante.

7. Per quanto concerne l'analisi dell’attivita antimicrobica, per tutti gli estratti si sono evidenziati
dei valori modesti di inibizione mediante il test di Kirby — Bauer realizzato su batteri Gram positivi,
mentre degna di nota é risultata l'inibizione dell’estratto di H. grandifolium, determinata mediante

il metodo delle microdiluizioni (MIC) su Staphylococcus aureus.
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8. Dai saggi antimicrobici realizzati con il metodo per diffusione (test di Kirby-Bauer) si e potuto
appurare, inoltre, che tanto gli estratti come le frazioni presentano una azione inibente sui ceppi
batterici multirresistenti MRSA; tali risultati sono stati poi invece accompagnati da valori alti
ottenuti con il metodo delle microdiluizioni MIC.

9. Dall'esame dell’attivita antiproliferativa in vitro realizzata mediante il saggio MTT su tre linee
tumorali umane (A375, MDA-MB 231 e HCT116), é emersa per gli estratti un’interessante azione
inibente su tutte le linee che é risultata essere ancora pit marcata per gli oli essenziali. Senz’altro
degni di nota sono i risultati oftenuti con I'estratto Soxhlet di H. grandifolium e, soprattutto, quelli
raggiunti con l'olio essenziale di H. reflexum con dei valori di ICso comparabili a quelli del farmaco
chemioterapico di riferimento (cisplatino).

10. Si ritiene che i composti polifenolici (soprattutto acido clorogenico, iperoside, quercetina,
quercitrina e rutina) identificati negli estratti Soxhlet, nei metanolici e nelle frazioni di questi, siano
i principali responsabili delle attivita biologiche osservate. L’attivita riscontrata per gli oli essenziali

Si attribuisce alle sinergie dei vari composti (terpenici e non) presenti negli oli stessi.
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