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ABREVIATURAS

- 1 AE: Compuesto 1 del aceite esencial.

- 1 Ext: Compuesto 1 de los extractos.

- 2 Ext: Compuesto 2 de los extractos.

- AE-RFH: Aceite esencial de la raiz de Ferula hermonis.

- 13C-RMN: Resonancia Magnética Nuclear de carbono 13.
- CC: Column Chromatography. Cromatografia en Columna.
- CCF: Cromatografia en Capa Fina.

- CECT: Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo.

- CI-MS: Chemical lonization-Mass Spectromery. Espectrometria de Masas por

lonizacién Quimica.
- CMF: Concentracion Minima Fungicida. Minimal Fungicidal Concentration.
- CMI: Concentracion Minima Inhibitoria. Minimal Inhibitory Concentration.
- COSY: COrrelated Spectroscopy.

- DEPT: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer. Efecto de

Distorsion y Transferencia de la Polarizacion.

- EI-MS: Electron Impact-Mass Spectrometry. Espectrometria de Masas por

Impacto Electronico.
- FID: Flame lonization Detector. Detector de lonizacién de Llama.
- GC: Gas Chromatography. Cromatografia de Gases.

- GC-MS: Gas Chromatography-Mass Spectrometry. Cromatografia de Gases
asociada a Espectrometria de Masas.

- 'H RMN: Resonancia Magnética Nuclear de Protdn.
- HH COSY: Homonuclear HH COrrelated Spectroscopy.

- HC COSY: Heteronuclear HC Correlated Spectroscopy



HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Connectivity.
HSQC: Heteronuclear Single Quantum Coherence.
J: Constante de acoplamiento.

m/z: Relacion masa/carga.

MS: Mass Spectrometry. Espectrometria de Masas.
Rf: Retention factor. Factor de retencion.

RFH: Raiz de Ferula hermonis.

RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

UV-VIS: Ultravioleta-Visible.

&: Desplazamiento quimico.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS






Introduccién y objetivos

En las dltimas décadas, la incidencia de infecciones provocadas por hongos en
los seres humanos, en particular las relacionadas con la piel y mucosas, ha
incrementado de forma considerable, especialmente en los paises tropicales y
subtropicales, siendo Candida sp. y los dermatofitos Tricophyton sp., Microsporum
sp. y Epidermophyton sp., algunos de los patdgenos mas frecuentes. Por otra parte,
ha aumentado notablemente el nimero de pacientes inmunodeprimidos que con
frecuencia desarrollan micosis oportunistas y superficiales (Pfaller y Diekema, 2007).
Asimismo, los hongos pueden producir micosis invasoras graves en individuos
sometidos a trasplantes de 6rganos o quimioterapia antineoplasica, en afectados por
el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), en individuos de edad avanzada
0 en pacientes hospitalizados en unidades de cuidados intensivos, entre otros (Mateo
y Nath, 2009). La evolucion de las infecciones fungicas se ve agravada, a menudo,
por el hecho de que suelen ser dificiles de diagnosticar y se reconocen cuando ya se
encuentran en estado avanzado. Por ello, las enfermedades causadas por hongos se
han convertido en un importante problema de salud publica con un elevado coste

econoémico.

Aunque en la actualidad se dispone de una variedad de farmacos antimicéticos
con diferentes mecanismos de accion, su eficacia esta limitada por una serie de
factores tales como: su baja potencia, poca solubilidad, toxicidad y la aparicién de
cepas resistentes (Bastert et al.,, 2001). Asi pues, a pesar del enorme progreso
experimentado en medicina, existe una evidente necesidad de nuevos agentes

antifingicos, mas seguros, eficaces y econémicos (Abad et al., 2007).

La Naturaleza debido a su enorme diversidad quimica constituye una
importante fuente para la busqueda de nuevos productos Utiles en terapéutica,
particularmente antiinfecciosos. En este sentido, algunos de los agentes antifingicos
mas recientemente introducidos en la practica clinica, tales como las equinocandinas
y las sordarinas, son derivados de productos naturales (Di Santo, 2010). En

particular, el reino vegetal, ya sea como fuente de compuestos puros o de productos
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extractivos, proporciona oportunidades ilimitadas para el desarrollo de nuevos
farmacos (Cos et al., 2006). Efectivamente, las plantas ofrecen una amplia
biodiversidad que comporta también una elevada diversidad quimica. Se estima que
se conocen menos del 10% de los metabolitos secundarios de los vegetales, los
cuales en numerosas ocasiones actian como mecanismo de defensa de las plantas
frente a ataques de microorganismos, insectos, etc... Por otra parte, alrededor de 14-
28% de las especies de plantas superiores son utilizadas en terapéutica: las plantas
constituyen una importante fuente de preparados medicinales (extractos, infusiones,
aceites esenciales, etc...) empleados en la medicina tradicional desde la antigiiedad,
y particularmente muchas de ellas en el tratamiento de enfermedades infecciosas,
constituyendo una importante fuente de compuestos biolégicamente activos. Hasta la
actualidad, mas de 600 especies vegetales han demostrado poseer actividad
antifingica; sin embargo, sélo una pequefia parte de ellas han sido investigadas para
caracterizar sus principios activos (Portillo et al., 2001; Svetaz et al., 2010; Vila et al.,
2013).

En los dltimos afios, numerosos estudios han evidenciado la actividad
antifingica de muchos productos obtenidos a partir de plantas (Abad et al., 2007; Aqil
et al., 2010; Cruz et al., 2014; Freixa et al., 2001; Portillo et al., 2005.; Prescott et al.,
2014; Thevissen et al., 2007). De todos ellos, los aceites esenciales constituyen uno
de los grupos méas prometedores, no sélo por su propia actividad y mecanismos de
accion (Dorman y Deans, 2000; Lang y Buchbauer, 2012; Palmeira-de Oliveira et al.,
2013; Pinto et al., 2006; Vila et al., 2011; Zuzarte et al., 2011 y 2012), sino también
debido al efecto sinérgico que pueden presentar cuando se administran en
combinacién con otros farmacos, lo cual permite una reduccion de las dosis de estos
altimos (Khan y Ahmad, 2011; Pyun y Shin, 2006; Rosato et al., 2008).

El género Ferula (Apiaceae), conocido como una buena fuente de compuestos
biolégicamente activos, comprende unas 170 especies de amplia distribucion en toda
la zona del Mediterrdneo y Asia Central (Pimenov y Leonov, 1993). Muchas de ellas

se han utilizado desde la antigliedad por su aroma y gomorresina ya sea para fines
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medicinales o culinarios. Varias especies de Ferula sp. son apreciadas en la
medicina tradicional para el tratamiento de infecciones de la piel, trastornos
estomacales, fiebre, disenteria, histerias y como afrodisiaco (Al-Yahya et al., 1998;
Gamal-Eldeen y Hegazy, 2010). Los efectos hormonales y, mas recientemente, las
propiedades de prevencion de cancer y citotoxicas han sido también investigadas en

plantas de este género (Lhuillier et al., 2005).

Particularmente, F. hermonis Boiss., un arbusto que crece en el monte
Hermon, entre Libano y Siria, cominmente conocido como "Shirsh-el-Zallouh", que
significa raiz peluda, se utiliza en Medio Oriente para mejorar el comportamiento
sexual en el tratamiento de la frigidez y la impotencia (Auzi et al., 2008; El-Taher et
al., 2001; Lev y Amar, 2002). Si bien anteriormente se han publicado algunos
trabajos sobre la composicion de diferentes extractos (Al-Shae'r et al., 2001; Auzi et
al., 2008; Diab et al., 2001a, y b; Galal, 2000; Galal et al., 2001, Lhuillier et al., 2005)
y sobre sus propiedades antibacteriana e insecticida (Al-Najar et al., 2006; Al-Shae'r
et al., 2001; Galal et al., 2001; Hilan et al., 2007), existe muy poca informacion acerca

de la composicion de su aceite esencial y de su actividad antifungica.

Asi pues, partiendo de estos antecedentes, el presente trabajo plantea la
hipotesis de que F. hermonis podria contener compuestos con actividad antifungica,
en particular en su aceite esencial del cual apenas se conoce su composicion
guimica. Esta Tesis Doctoral se enmarca dentro de una de las lineas de
investigacion del grupo de Farmacognosia y Fitoterapia de la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Barcelona dirigida a la busqueda de nuevos productos de origen
vegetal con actividad antifungica.

Por consiguiente, el objetivo general ha sido estudiar los compuestos activos
presentes en el aceite esencial y extractos del rizoma y raices de F. hermonis. Para

ello, los objetivos especificos planteados han sido:

- Determinar la actividad de diferentes productos extractivos obtenidos a partir

de laraiz y rizoma de F. hermonis frente a diversas cepas de hongos.
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- Realizar una investigacion exhaustiva de la composicion cualitativa y

cuantitativa de su aceite esencial.

- Caracterizar los principios activos del aceite esencial y de los extractos con

mayor actividad.
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ANTECEDENTES DE

FERULA HERMONIS






Antecedentes de Ferula hermonis

2.1. Introduccion

La seleccion de especies vegetales constituye un punto clave en la
investigacion de nuevos productos naturales bioactivos, del cual dependera en buena

parte el éxito de los resultados finales.

Tradicionalmente, se han empleado dos tipos de programas de seleccion: la
seleccion al azar y la seleccidn dirigida, esta dultima utilizando criterios

quimiotaxondémicos o etnofarmacoldgicos (Cox, 1990).

La gran biodiversidad vegetal en nuestro planeta, tanto en la superficie
terrestre como en las profundidades de los mares y océanos, constituye una
importante fuente potencial de nuevas moléculas naturales bioactivas, que ha sido

relativamente poco investigada.

La investigacion etnofarmacoldgica, basada principalmente en estudios
botanicos, quimicos y farmacoldgicos, asi como de otras disciplinas (antropologia,
arqueologia, historia y linguistica), contribuye a la busqueda de nuevos productos
naturales con actividad biolégica (Rivier y Bruhn, 1979) y tiene como objetivos
rescatar y documentar una importante herencia cultural para evitar que se pierda, asi

como investigar y evaluar los agentes empleados (Holmstedt, 1991).

La exploracion del patrimonio terapéutico natural, y mas particularmente, de
las farmacopeas tradicionales ha sido siempre reconocida por las ciencias
contemporaneas como una fuente importante de nuevos conocimientos sobre los
constituyentes activos de las plantas. En efecto, aproximadamente el 75% de los
medicamentos derivados de plantas han sido descubiertos a través de
investigaciones etnofarmacologicas a partir de las farmacopeas de la medicina
tradicional (Elisabetsky, 1991; Farnsworth y Soejarto, 1991; Gentry, 1993).

La utilizacion de plantas con fines terapéuticos es una practica que se remonta

al origen de la humanidad, basada en la experiencia y tradiciéon de los pueblos, que
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se trasmite de forma oral. Hasta algunos afios atras, se limitaba al sector rural, pero
las necesidades migratorias hacia las grandes ciudades han aumentado la demanda
de wusuarios de este tipo de practica, y hoy en dia encontraremos sus
manifestaciones en todas las capitales, incluso en los paises desarrollados (Masso,
1992). Sin embargo, el fendbmeno de la industrializaciéon, que se impone en los
hogares a partir de la década de los 60, cambia enormemente la situacion, debido al
nuevo modelo de vida disefado, con un claro predominio de la sociedad
industrializada o urbana y un abandono de la vida rural, con lo cual la transmision
oral del conocimiento popular sobre el empleo de plantas en la medicina tradicional
se ha visto reducida de forma importante (Vallés y Bonet, 1996). Es preciso hacer un
esfuerzo para evitar el riesgo de pérdida de estos conocimientos, no solo para
preservar parte de la herencia popular, sino también para conservar las
informaciones sobre los usos de las plantas, las cuales serviran como fuente
relevante de datos para otros estudios; asimismo, puede ser util como medio de

consulta para los lugareios (Raja et al., 1997).
2.2. Aspectos botanicos

La especie objeto de estudio, Ferula hermonis Boiss., se incluye en la familia
Apiaceas (Umbeliferas) que comprende casi exclusivamente plantas herbaceas de
aspecto tipico: tallos con nudos manifiestos y entrenudos huecos, hojas esparcidas,
casi siempre repetidamente divididas y provistas de una vaina ensanchada que
abraza el tallo; caracteristicas inflorescencias en umbelas compuestas, en ocasiones
simples, y frutos de tipo aquenio. Su composicion quimica es causa de la toxicidad
de algunas de sus especies, muchas de las cuales contienen alcaloides. Algunas
Apiaceas ya eran conocidas por las antiguas civilizaciones china y mexicana, asi
como en la cuenca mediterranea, por las civilizaciones micénica, griega y romana.
Teofrasto (372-278 a.C.) designaba a la familia con el nombre griego Narthekodes.
Posteriormente, la palabra griega Narthex fue sustituida por la latina Ferula, nombre

aplicado a los pedicelos secos de algunas Umbeliferas como Foeniculum (hinojo) o
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férula. En el arte griego, Dionisio se representa a menudo con una Ferula o férula en

la mano.

Un curioso caracter de la familia es que no se conoce absolutamente ningun
hibrido interespecifico, lo cual es un inconveniente para los programas de seleccion
(Heywood, 1985).

Tradicionalmente en la familia Apiaceas se han incluido 3 subfamilias:
Hidrocotiloideas, Saniculoideas y Apioideas que comprenden unos 300 géneros y
2500-3000 especies. Sin embargo, las ultimas revisiones consideran que abarca mas
de 400 géneros y mas de 3000 especies, reunidas en 4 subfamilias: Azorelloideas,
Mackinlayoideas, Saniculoideas y Apioideas. En esta ultima, precisamente, se
incluye el género Ferula, que comprende unas 170 especies, tales como: F. assa-
foetida L., F. communis L., F. foetida Bungre., F. galbaniflua Boiss, F. jaeschkeana
Vatke., F. narthex Boiss., entre otras (Plunkett et al., 2004).

Las especies de la familia Apiaceas se hallan difundidas especialmente en las
regiones extratropicales del hemisferio boreal; se trata de plantas esteparias,
palustres, praticolas y nemorales. Particularmente, en las estepas de Asia central se
cultivan especies vivaces gigantescas, de varios metros de altura (ej., Ferula sp.). En
Europa central son caracteristicas de las praderas bien abonadas (ej., Heracleum
sp.). Debido a su contenido en aceites esenciales, muchas de ellas se emplean como
especias y como plantas medicinales, utilizandose principalmente los frutos, asi
como también las hojas y las raices. Asi, por ejemplo: la alcaravea (Carum carvi), el
anis (Pimpinella anisum), el cilantro (Coriandrum sativum), el hinojo (Foeniculum
vulgare) y el perejil (Petroselinum crispum), entre otras. Algunas especies tienen
raices napifomes comestibles, como la zanahoria (Daucus carota), o incluso
venenosas como la cicuta (Conium maculatum), utilizada por Sécrates en su suicidio

pero también empleada en medicina (Strasburger et al., 2004).

F. hermonis Boiss. (figura 2.1. y 2.2.) es un arbusto pequefio de 1-2 m de

altura, con flores blancas o amarillas, autéctono del monte Hermon (2814 m) ubicado
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entre Siria y Libano (figura 2.3.) y conocido en la zona con el nombre arabe de Yabal
esh Sheij o Monte del Jefe por tener tres picos cubiertos siempre de nieve. Al pie de
esta montafa se encuentran los conocidos altos del Golan. F. hermonis crece a una
altura de 2000 - 2500 m y su cosecha 6ptima tiene lugar entre agosto y octubre antes
de las primeras nevadas. Se utilizan el rizoma y las raices (figura 2.4.), conocidos en
la zona con el nombre de Shirish El Zallouh, que significa raiz del Zallouh o raiz
peluda.

Figura 2.1. F. hermonis Boiss.
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Figura 2.2. Parte aérea desecada de F. hermonis.
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34° N
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SIRIA
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Figura 2.3. Ubicacién del Monte Hermon.
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Figura 2.4. Raices y rizoma desecados de F. hermonis.

2.3. Utilizacion en medicina tradicional

F. hermonis es una especie empleada en la medicina tradicional del Libano y
otros paises vecinos, como Siria, Jordania y Palestina, para el tratamiento de la
disfuncién eréctil. También ha sido muy utilizada para aumentar el numero de montas
entre el ganado, principalmente cabras y ovejas. En terapéutica se emplean
principalmente las raices y/o el rizoma, si bien las semillas también se utilizan. En la
ultima década ha ganado la fama de ser una especie de Viagra® natural, conocida
como “Viagra® libanesa”. En los paises de Oriente Medio y en los Estados Unidos se
comercializa la parte subterranea pulverizada en forma de preparados para

administracion oral, ya sean capsulas o bolsitas para infusién.

El empleo tradicional de esta droga por las poblaciones locales se realiza de la

siguiente forma: Se trocea la parte subterranea y se reduce una pequena cantidad de
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la raiz desecada hasta casi polvo. Posteriormente, se toma una parte equivalente a
unos 5 g, segun describen algunas fuentes, y se le afiaden aproximadamente 200
mL de agua caliente y miel o azucar segun disponibilidad o gusto del consumidor. Se
deja reposar en un vaso tapado con un plato unos 10-15 min y se bebe 3 veces al
dia durante 3 dias consecutivos con el fin de obtener una mayor potencia para la

realizacion del acto sexual.

Resulta curioso que entre los habitantes del monte Hermon, que practican una
fe conocida como Drusismo (Drusos), esta prohibido el uso de esta planta a los
individuos menores de cuarenta anos. En un principio, se pensd que se debia a su
efecto afrodisiaco, pero posteriormente se ha confirmado que el empleo prolongado
de los preparados de F. hermonis causa esterilidad al producir cambios estructurales
en los testiculos. Dado que esta especie se encuentra en una zona de cultura Arabe
con tendencia al temprano matrimonio y a tener varios hijos, se entiende que un
hombre a partir de los cuarenta afos ya no necesita procrear, sino sélo poder cumplir
satisfactoriamente con sus obligaciones conyugales, por lo que podria utilizar F.

hermonis de forma segura (Homady, 2001).
2.4. Composicion quimica de F. hermonis

La composicion quimica de diferentes extractos de F. hermonis ha sido
investigada por diversos autores. Un estudio exhaustivo de un extracto de las
semillas obtenido con hexano:acetato de etilo (1:1) dio como resultado la
identificacion de diecisiete ésteres sesquiterpénicos derivados del nucleo del
daucano, de los cuales tres fueron descritos por primera vez en la naturaleza (Auzi et
al., 2008).

En numerosos estudios se han analizado extractos de las raices de F.
hermonis obtenidos con diferentes disolventes organicos. Muchos de ellos se
caracterizan por contener los sesquiterpenos ferutinina, teferina y teferidina,
principales responsables de algunas de las actividades bioldgicas de los mismos
(Abourashed et al., 2001; Allouh, 2011; Al-Sha’er et al., 2001; Colman-Saizarbitoria et
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al., 2006; Diab et al., 2001a; Diab et al., 2001b; Galal et al., 2001; Geroushi et al.,
2011; Ibraheim et al., 2012a; Lhuillier et al., 2005; Zanoli et al., 2005; Zavatti et al.,
2006). Sin embargo, éstos no son los unicos compuestos descritos en las raices de
F. hermonis. Otros autores han identificado la presencia de a-tocoferol (Aoun et al.,
2005) y mas recientemente de saponinas, tales como: sandrosaponina IX,

sandrosaponina X y sandrosaponina Xl (Ibraheim et al., 2012b).

La informacion existente sobre la composicion del aceite esencial de F.

hermonis se recoge en el apartado 3.5. del Capitulo 3.
2.5. Actividad farmacolégica

Varios estudios farmacologicos realizados durante la pasada década han
permitido dar una base cientifica al empleo tradicional de F. hermonis como

afrodisiaco.

En un estudio realizado con ratas “Wistar” macho se encontré que el aceite de
las semillas de F. hermonis era capaz de mejorar la funcion eréctil de los animales en
forma dosis dependiente (El-Thaher et al., 2001). Posteriormente, se evalud la
actividad de un extracto metandlico de las raices en comparacion con el citrato de
sildenafilo. Este estudio hall6 que el extracto metandlico producia un aumento
significativo en el numero de copulas que tenian las ratas sometidas a tratamiento
respecto al grupo control o al grupo que recibio el citrato de sildenafilo (Hadidi et al.,
2003). En otro trabajo, los resultados del tratamiento de ratas macho con extractos
acetonicos fueron en cierto modo contradictorios, pues las dosis agudas
incrementaron la motivacion sexual de las ratas tratadas mientras que las dosis
subcronicas redujeron el numero de eyaculaciones (Zanoli et al., 2003). La actividad
afrodisiaca de los extractos de la raiz de F. hermonis, por lo general, se asocia a la
presencia de los sesquiterpenos ferutinina, teferina y teferidina. No obstante, cuando
estos sesquiterpenos se administran de forma individual los resultados son
complejos. En un ensayo “in vivo” realizado con ratas macho, los niveles de

testosterona aumentaron al someter a los animales a tratamientos con ferutinina o
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teferidina. Sin embargo, si bien la ferutinina era capaz de mejorar el comportamiento
sexual de los machos sometidos a una dosis aguda, la teferidina unicamente

provocaba un retraso en la eyaculacion (Zanoli et al., 2005a).

Cuando los extractos de la raiz de F. hermonis se administran a ratas hembra
los resultados obtenidos son completamente diferentes. La actividad sexual de las
ratas hembra tratadas disminuye significativamente respecto al grupo control. Esta
reduccién de la actividad sexual podria estar relacionada con una actividad anti-
estrogénica (Zanoli et al.,, 2005b). Cuando varios grupos de ratas hembra
ovariectomizadas fueron tratadas con los sesquiterpenos teferina y teferidina la
actividad sexual no varié respecto al grupo control. Sélo el tratamiento con ferutinina
redujo la receptividad sexual de las ratas hembra (Zavatti et al., 2006).
Curiosamente, el mismo grupo de investigacidon, en un experimento similar publicado
tres anos mas tarde, encontré resultados completamente opuestos en los que el
tratamiento con ferutinina aumentdé significativamente la actividad sexual del grupo
tratado de ratas hembra ovariectomizadas respecto al grupo control (Zavatti et al.,
2009).

Los efectos de los extractos de F. hermonis no se circunscriben a la
modificacion del comportamiento sexual, sino que también alteran parametros como
la fertilidad. En un ensayo “in vivo” realizado con ratones hembra tratadas durante 6
semanas con un extracto etandlico se encontré que se redujo la fertilidad, el numero
de fetos viables y la implantacién de los fetos en el utero (Homady et al., 2002). Asi
mismo, se encontré que un extracto acuoso de F. hermonis no solo disminuia la
fertiidad en ratones macho sino que también reducia la movilidad de los
espermatozoides y la agresividad social de estos roedores (Khleifat et al., 2001). Ello
podria estar relacionado con la inhibicién del crecimiento normal de los testiculos y
de la glandula prepucial provocados por la administracion de extractos de F.
hermonis, efectos que fueron demostrados en experimentos realizados con ratones

que no habian llegado a la madurez sexual (Homady, 2001).

18 Tesis Doctoral



Antecedentes de Ferula hermonis

Los mecanismos que a nivel molecular son modificados por los componentes
de los extractos de F. hermonis y que alteran el comportamiento sexual o la fertilidad
podrian, también, estar implicados en otras manifestaciones organicas. Allouh (2011)
demostré que un extracto de F. hermonis administrado a ratas macho sometidas a
ejercicio fisico era capaz de incrementar la masa muscular y el tamafio de la fibra
muscular. Los resultados fueron comparados con los obtenidos en los grupos control
de ratas no tratadas sometidas a ejercicio y ratas tratadas no sometidas a ejercicio.
El mecanismo molecular subyacente podria estar relacionado con un incremento en

los niveles de testosterona provocado por el extracto investigado.

Los sesquiterpenos de la raiz y rizoma de F. hermonis han evidenciado
también otras actividades biologicas. Asi, en el modelo del edema plantar inducido
por carragenina en rata, la ferutinina y la teferina mostraron una clara actividad
antiinflamatoria, en tanto que la teferidina no provocé ningun efecto (Geroushi et al.,
2011). La ferutinina es capaz, también, de activar de forma importante la enzima
oxido nitrico sintasa del tejido nervioso (Colman-Saizarbitoria et al., 2006). Por otro
lado, se ha investigado la actividad citotéxica de este sesquiterpeno frente a las
lineas celulares MiaPaCa-2 de cancer de pancreas, MCF-7 de cancer de mama,
CCRF-CEM de leucemia y la linea celular multi-resistente CEM/ADR5000. En todos
los ensayos la ICsy determinada fue inferior a 20 ug/mL, lo cual sugiere un interés
potencial de la ferutinina en el control del cancer (Kuete et al., 2012). Por ultimo, se
ha investigado la actividad antioxidante de los sesquiterpenos aislados a partir del
extracto etandlico de la raiz de F. hermonis. Tres de los diecisiete sesquiterpenos
estudiados mostraron una gran capacidad de captacion de radicales libres en el
ensayo del DPPH (Ibraheim et al. 2012b).

Desde la antigliedad, la medicina tradicional de los paises de Oriente Medio ha
empleado F. hermonis en el tratamiento de infecciones de la piel, fiebre y disenteria.
No es de extrafar, por ello, que los extractos de esta planta hayan sido investigados
por sus efectos antimicrobianos. En un importante estudio realizado por Kuete y col.

(2012) se investigd la actividad del extracto diclorometanico de las raices frente a 12
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cepas bacterianas pertenecientes a 4 especies de microorganismos: Providencia
stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli. El
extracto manifesté una potente actividad antimicrobiana, siendo efectivo frente al
91,7% de las bacterias estudiadas. Estos resultados dan soporte al posible empleo
de los extractos de F. hermonis en el tratamiento de infecciones bacterianas. En un
ensayo anterior ya se habia estudiado la actividad de F. hermonis frente a algunas
de las bacterias mencionadas: Staphylococcus aureus, Streptococcus fecalis,
Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. En este caso, los
resultados mostraron que los gérmenes gram negativos son muy susceptibles a los
componentes de la resina, mientras que los gérmenes gram positivos son mas
sensibles a los componentes presentes en el aceite esencial de las raices. Incluso se
podria afirmar que, en general, F. hermonis posee una potente actividad bactericida,

siendo incluso superior a la de los antibiéticos ensayados (Hilan et al., 2007).

En otro estudio, se examind la actividad de la ferutinina frente a
Mycobacterium smegmatis. En el ensayo de dilucion en agar, su potencia resultd
superior a la de la estreptomicina o la rifampicina (Abourashed et al., 2011). La
ferutinina, junto a la teferidina y otros extractos, habia sido previamente ensayada
frente a los microorganismos Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Candida albicans y Aspergillus niger. En este caso, la
ferutinina mostré una buena actividad frente a Staphylococcus aureus y Aspergillus
niger, resultando inactiva frente al resto de los microorganismos ensayados, en tanto
que la teferidina no mostré ningun tipo de actividad (Al-Sha’er et al.,, 2001). La
actividad antimicrobiana de una serie de diecisiete sesquiterpenos aislados a partir
del extracto etandlico de la raiz fue a su vez ensayada frente a: Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
tuberculosis, Staphylococcus aureus y Candida albicans. Los sesquiterpenos
teferidina, ferutinina y teferina mostraron una potente actividad frente a S. aureus, B.
subtilis, M. bovis y M. tuberculosis. Ninguno de los compuestos ensayados presentd

actividad antifungica significativa (Ibraheim et al., 2012b).
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Caracteristicas quimicas y biolégicas de los aceites esenciales

3.1. Propiedades generales

Las drogas vegetales que contienen aceites esenciales han sido utilizadas y
apreciadas desde la antigledad por sus propiedades medicinales y aromaticas.
Actualmente, tienen gran importancia econdmica en campos como la industria

farmacéutica, perfumeria, cosmética e industria alimentaria.

Los aceites esenciales son producto del metabolismo secundario del vegetal y
constituyen el resultado del balance entre su biosintesis y su catabolismo y/o pérdida
fisica. Denominados, también, comunmente esencias, son sustancias volatiles, que
se obtienen principalmente por destilacion, aunque se pueden extraer también por
otros métodos. Se trata de mezclas complejas de compuestos organicos volatiles,
mas o0 menos numerosos, generalmente liquidos a temperatura ambiente, si bien
algunos solidifican como el alcanfor. Cuando son de obtencion reciente, los aceites
esenciales suelen ser incoloros, como el de anis, o amarillentos, como el de comino
y el de naranjo. No obstante, algunos pueden ser rojizos, como los de canela y clavo,

verdosos como el de ajenjo y el de bergamota, o azules como el de manzanilla.

El aroma caracteristico de un aceite esencial se atribuye, fundamentalmente, a
los compuestos oxigenados que la componen. En general, las esencias son fluidas,
como la de trementina, si bien algunas poseen viscosidad elevada, como la esencia
de cubeba. Su densidad suele ser inferior a la del agua, a excepcion de los aceites
esenciales de canela, clavo y Sassafras, cuya densidad es superior a 1. Poseen un
indice de refraccidn elevado y poder rotatorio, parametros que se emplean en su

control de calidad.

Se trata de productos de naturaleza lipdfila, generalmente solubles en éter
etilico y en la mayor parte de disolventes organicos, y poco solubles en agua. Con
frecuencia, los aceites esenciales se encuentran asociados a otras sustancias, tales
como gomas Yy resinas, y tienden a resinificarse por exposicion al aire (Bruneton,
1995; Trease y Evans, 1991).
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3.2. Localizacién botanica

Los aceites esenciales se encuentran repartidos por todo el reino vegetal,
aunque es en el grupo de las Angiospermas donde existen numerosas familias
especialmente ricas en esencias, tales como las Lamiaceas, en la que destacan los
géneros Thymus sp., Salvia sp. 0 Rosmarinus sp.; las Rutaceas, especialmente los
géneros Citrus sp. y Ruta sp.; y las Apiaceas, por ejemplo, el género Carum sp.,
entre otras. Por lo que se refiere a las Gimnospermas, cabe sefalar los aceites
esenciales de los géneros Pinus sp. y Juniperus sp. Entre los hongos,
particularmente los Basidiomicetos, sobresale la produccion de derivados farnesanos
(Bocchi et al., 1992). Los liquenes también contienen aceites esenciales que se
caracterizan por estar constituidos por compuestos policetonicos e incluso
halogenados (Greenberg, 1991). Por su parte, los musgos son fuente de nuevas
estructuras sesquiterpénicas, tal y como lo demuestran los estudios llevados a cabo
por Asakawa y col. (1998). Asimismo, las esponjas marinas también pueden
contener compuestos volatiles caracteristicos: en el género Octocorallia (lzac et al.,
1982) se encuentran derivados sesquiterpénicos furanicos. Este tipo de compuestos
se han descrito, también, en el aceite esencial de la mirra, Commiphora molmol
(Brieskorn et al., 1983), y en el de Commiphora kua (Manguro et al., 1996), asi como
en los de Smyrnium galaticum (Kubeczka et al., 1996), Smyrnium perfoliatum

(Mdlleken et al., 1998) y Hedyosmum mexicanum (Mundina et al., 2000).

Los aceites esenciales se pueden hallar en diferentes 6rganos vegetales, tales
como: estigmas (Crocus sativa), flores (Smyrnium aromaticum), hojas (Salvia
oficinalis), raices (Cichorium intybus), rizomas (Zingiber officinale), cortezas
(Cinnamomum sp.), frutos (Cuminum cyminum) y semillas (Myristica fragrans o
Brassica sp.) (Bruneton, 1995). Se encuentran comunmente localizados en 6rganos
secretores especializados cuya estructura es, generalmente, caracteristica de la

familia a la que pertenece la planta (Craker, 1990).
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3.3. Composicion quimica

Los aceites esenciales contienen compuestos de estructura muy diversa, que
se pueden reunir en dos grupos dependiendo de su origen biosintético: compuestos

terpénicos y compuestos de origen no terpénico.

El termino “terpeno” deriva de los estudios realizados sobre los destilados
obtenidos a partir de Coniferas, cuyo aceite esencial procede de la oleorresina
trementina, (“terpentin” en aleman, o “térébinthine” en francés). En un principio, fue
aplicado exclusivamente a compuestos hidrocarburos, aunque posteriormente su uso
se ha ido generalizando hasta llegar al concepto actual de terpeno, que incluye a
toda aquella sustancia procedente del metabolismo isoprenoide. La biosintesis de los
compuestos de naturaleza terpénica sigue una secuencia de reaccion fundamental
en la que se parte de la formacién del “isopreno activo” (Cs) o isopentenil pirofosfato
(IPP). Tradicionalmente, se consideraba que el isopreno se biosintetizaba a partir de
la ruta del mevalonato, o del acido mevaldnico, compuesto formado por
condensacion de tres moléculas de acetil CoA. Sin embargo, actualmente se conoce
que en los cloroplastos el isopreno se puede formar también a partir de otra via
denominada ruta de la desoxixilulosa fosfato, siendo éste un intermediario
biosintetizado a partir del piruvato y del fosfogliceraldehido. La unién sucesiva de
unidades Cs da lugar a la formacion de los diferentes tipos de terpenos. Asi, el IPP
condensado con su isémero dimetil-alil pirofosfato (DMAPP), da lugar al geranil
pirofosfato (GPP), precursor de la sintesis de monoterpenos (C+p). Una nueva
condensacion con otra unidad de IPP de lugar al farnesil pirofosfato (FPP), precursor
de la sintesis de sesquiterpenos (C1s). Finalmente, gracias a la unién de una nueva
unidad de IPP se origina el precursor de la sintesis de diterpenos (Cy), el
geranilgeranil pirofosfato (GGPP). A continuacion, se producen modificaciones de los
esqueletos terpénicos previamente formados: introducciéon de grupos funcionales,
reacciones de isomerizacion, etc. (Beale, 1991; Bruneton, 1995; Hanson, 1993;
Luthra et al., 1999).
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Entre los componentes de origen no terpénico, se incluyen aquéllos cuya
biogénesis transcurre a partir de la via del &cido sikimico: son los derivados del
fenilpropano (Ce-C3), como la miristicina (Myristica fragans) o el eugenol (Syzigium
aromaticum), y del fenilmetano (Ce-C1), como la vanillina (Vanilla planifolia)
(Bruneton, 1995). También se pueden encontrar compuestos derivados del
metabolismo de los aminoacidos; por ejemplo: compuestos nitrogenados y
azufrados, como el isotiocianato de alilo de la esencia de Brassica nigra (Greenberg,
1991). En este grupo heterogéneo no terpénico se incluyen, también, compuestos
aciclicos de bajo peso molecular derivados de la via biosintética de los acidos grasos
que pueden ser hidrocarburos u oxigenados, como en el caso de la esencia de
Coriandrum sativum, constituida por alcanales, 2-alquenales y 2-alquenoles (Potter et
al., 1990).

3.4. Actividad bioldgicay utilizacion

Se han formulado diversas hipotesis sobre el papel que desempenan los
aceites esenciales en el vegetal. Se trata de productos del metabolismo secundario a
los que se han atribuido, fundamentalmente, diversas funciones ecoldgicas.
Favorecen la polinizacion, debido a que su aroma atrae a los insectos; asi, por
ejemplo, el sesquiterpeno farnesol es un potente atrayente sexual en los mismos; en
cambio, concentraciones elevadas de monoterpenos actuan como repelentes de
potenciales depredadores y favorecen la cicatrizacion de heridas. Las esencias
pueden constituir, también, sustancias de reserva para el vegetal y actuar como
fuente de energia en casos de estados deficientes por interrupcion de la asimilacion
normal de CO,. Otro tipo de funciones fisicas consistiria en la proteccion de los
tejidos contra la accion de agentes atmosféricos y evitar el recalentamiento de la
planta mediante un mecanismo de ahorro de agua, siendo utilizado el calor absorbido

para evaporar el aceite volatil (Harborne y Turner, 1984; Luckner, 1990).

Los aceites esenciales presentan acciones farmacologicas muy diversas
debido a la heterogeneidad y numero de componentes. Ciertos aceites esenciales

estan formados por un constituyente mayoritario al cual deben su actividad, como en
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el caso del aceite esencial de Eucalyptus globulus, cuya actividad antiséptica se
debe fundamentalmente al 1,8-cineol. Otros, en cambio, deben su propiedades a la
sinergia producida por sus diferentes componentes sin que se puedan atribuir a un
compuesto determinado, como por ejemplo, el aceite esencial de Ocimum basilicum
(Rouzet, 1991).

Entre estas actividades farmacoldgicas cabe destacar por su importancia, la
accion antimicrobiana vy, por extension, antiséptica y desinfectante, debidas
fundamentalmente a las alteraciones que producen ciertos componentes de los
aceites esenciales en la permeabilidad de las membranas de los microoorganismos
(Belaiche et al., 1995; Deans y Svoboda, 1990; Janssen et al., 1987). En este
sentido, los derivados terpénicos mas activos son los fenoles timol y carvacrol,
seguidos de alcoholes, aldehidos vy, finalmente, hidrocarburos (Cruz et al., 1993). Un
gran numero de esencias poseen, en particular, actividad antifungica, siendo la de
tomillo, por ejemplo, activa frente a 39 cepas diferentes (Benijilali et al., 1984; Farag
et al., 1989; Pina-Vaz et al., 2004).

Otras actividades de los aceites esenciales con interés terapéutico son
(Bruneton, 1995; Schilcher, 1984): espasmolitica y sedante de la esencia de
lavanda; carminativa y digestiva de la esencia de anis o colerética y colagoga de
la esencia de curcuma. El aceite esencial de manzanilla comun presenta actividad
antiinflamatoria, debido, principalmente, a su contenido en a- y B-bisabolol y sus
oxidos correspondientes, asi como al camazuleno, aunque en menor grado. El aceite
esencial de clavo posee accion antiséptica y analgésica debido al eugenol, que
constituye un 80% del total de la esencia. La esencia de trementina es expectorante
y diurética debido a su elevado contenido en hidrocarburos, en especial a- y B-
pineno, que producen un efecto irritante a nivel bronquial y renal, provocando un
aumento de la microcirculacion local. En otras ocasiones, las esencias pueden
presentar propiedades insecticidas y repelentes, como el aceite esencial de

albahaca. También, pueden ser rubefacientes, como es el caso de las esencias de
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algunas Melaleuca sp., o tener accion anticonvulsivante como se esta

comprobando en la esencia de Pimpinella anisum (Pourgholami et al., 2000).

En las ultimas décadas, gracias a la evolucion experimentada por las técnicas
de separacion y de identificacion estructural de componentes de estas mezclas
complejas, se han podido investigar los mecanismos de actividad de determinados
constituyentes de las esencias. Asi, por ejemplo, el mecanismo de la actividad
citotoxica y antitumoral de ciertas lactonas sesquiterpénicas, se explica en base a
su estructura (Hall et al., 1977; Zafra-Polo y Blazquez, 1991). Se trata de y-lactonas
a,B-insaturadas que actuarian potencialmente sobre la alquilacién de los centros
nucledfilos de moléculas biolégicas, bloqueando asi los enzimas necesarios para el
funcionamiento de las vias metabdlicas principales. Este mecanismo ha sido
comprobado “in vitro” para compuestos como la helenalina (Cordell, 1977; Picman,
1986).

También se han comprobado, en lactonas sesquiterpénicas, otras actividades
biolégicas importantes, tales como: antihepatotoxica, alergénica, espasmolitica y

antiiflamatoria (Zafra-Polo y Blazquez, 1991).

En la actualidad, son numerosos los estudios referentes a la actividad
antioxidante de diversos grupos de compuestos de origen vegetal. En este sentido,
algunas drogas aromaticas han mostrado efectos antioxidantes notables debidas a
los componentes fenilpropanoides que contienen. Del mismo modo, se han
encontrado diterpenos fendlicos antioxidantes en las esencias de salvia y de romero
(Kramer, 1984; Nakatani et al., 1992).

Otro grupo de constituyentes de los aceites esenciales objeto de
investigaciones farmacolégicas son los alilbencenos con propiedades psicoactivas.
La miristicina, por ejemplo, es un alucindgeno con una estructura muy similar a la de
la mescalina o a la de la anfetamina. Este grupo de sustancias es metabolizado, por

transaminacion, a derivados anfetaminicos en el cerebro, de ahi su actividad. El
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safrol, quimicamente relacionado con la metilendioxianfetamina (MDA), presenta

también la misma actividad (Forrest et al., 1972).

Los aceites esenciales y las drogas que los contienen se emplean como
excipientes, aromatizantes y/o correctores del sabor, conservantes o antioxidantes,
en multiples preparaciones farmacéuticas asi como en la industria alimentaria
(Deighton et al., 1993). Asimismo, algunos de sus constituyentes son utilizados como
precursores para la semisintesis de compuestos mas complejos o de dificil obtencién
por otros métodos. Es el caso, por ejemplo, de la producciéon de mentol a partir de a-

pineno, o de vainillina a partir de safrol o eugenol (Benjilali, 1986).

Por otra parte, es importante el estudio de la posible toxicidad de los aceites
esenciales. A menudo, el hecho de pensar que se trata de productos naturales
conduce a un abuso del producto en la creencia equivocada de que no resulta nocivo
para la salud. Por tanto, estos estudios deben dirigirse, no sélo hacia sus posibles
propiedades farmacologicas y aplicaciones terapéuticas, sino también hacia la
determinacion de las dosis adecuadas y los posibles efectos secundarios a corto o
largo plazo. Los efectos toxicos que pueden presentar estos productos son notables.
Asi, por ejemplo: el pineno y, en general, los hidrocarburos monoterpénicos poseen
efectos narcéticos a dosis elevadas; la tuyona es una cetona monoterpénica
psicoanaléptica que puede producir trastornos psiquicos y sensoriales; el mentol
puede provocar espasmo de glotis en nifios con el consiguiente riesgo de asfixia; el
safrol, fenilpropanoide contenido en el aceite esencial de la raiz de Sassafras
officinale, ha mostrado ser cancerigeno en roedores (Bruneton, 1995; Caldwell y
Archibald, 1987; Tateo et al., 1989).

3.5. Aceites esenciales en el género Ferula

El género Ferula comprende cerca de 170 especies distribuidas alrededor del
Mediterraneo y Asia central. La composicion quimica de los aceites esenciales en

este género ha sido estudiada por muchos grupos de investigacion.
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En la tabla 3.1. se muestran las especies estudiadas, su procedencia, la parte
de la planta empleada para la obtencion del aceite esencial y los compuestos

mayoritarios.

En sus aceites esenciales es caracteristica la presencia de sesquiterpenos
derivados del daucano, humulano, himachalano, germacrano, eudesmano y guaiano
(Ibraheim et al., 2012b).

Entre los constituyentes mayoritarios descritos en los aceites esenciales
investigados del género Ferula se encuentran: hidrocarburos monoterpénicos, tales
como a-pineno (Karim y Bhatty, 1978; Maggi et al., 2009; Rustaiyan et al., 2001a), B-
pineno (Ghannadi y Amree, 2002; Omidbaigi y Sefidkon 2002; Rustaiyan et al.,
2002), mirceno (Ferrari et al., 2005; Maggi et al., 2009), cis-ocimeno (Habibi et al.,
2006a; Sefidkon et al., 1998), o &-3-careno (Ahmad et al., 1987; Ashraf et al., 1979c;
Ghannadi y Amree, 2002); hidrocarburos sesquiterpénicos como trans-cariofileno
(Maggi et al., 2009); sesquiterpenos oxigenados como el farnesol (Ashraf et al.,
1979a); compuestos azufrados como el disulfuro de trans-1-propenilo sec-butilo (Dai

y Qiu 1992), y alcanos como el nonano (Baser et al., 2000).
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Especie

Origen

Parte de la
planta

Compuestos
mayoritarios

Referencia

. arrigonii Bocchieri

Cércega

Hojas

B-Felandreno (16,6%)
Germacra-1(10),5-dien-
11-ol (15,4%)

Linalol (12,5%)

Filippini et al., 2000

. assa-foetida L.

Iran

Gomo-resina

Disulfuro de trans-1-
propenilo sec-butilo
(58,9%)
cis-B-Ocimeno (11,9%)
trans-B-Ocimeno (9%)

Sefidkon et al.,
1998

. communis L.

Corcega

Hojas

Mirceno (53,5%)
Aristoleno (8,5%)
a-Pineno (6,6%)

Ferrari et al., 2005

. costala Ghuttai

Pakistan

Semillas

Farnesol (30,2%)
B-Cariofileno (11,7%)
6-Cadinol (10,7%)

Ashraf et al., 1979a

. elaeochytris Korovin

Turquia

Frutos

Nonano (27,1%)
a-Pineno (12,7%)
Germacreno B (10,3%)

Baser et al., 2000

. flabelliloba Rech.

Iran

Parte aérea

6-Cadineno (13,2%)
a-Cadinol (12%)
Cadina-4,1(10)-dien-88-
ol (10,9%)

Rustaiyan et al.,
2001b

Frutos

10-epi-y-Eudesmol
(14,1%)
B-Dihidroagrofurano
(13,3%)

a-Bisabolol (9,9 %)

Iranshahi et al,,
2008

. foetida Regel (Ushi)

Pakistan

Semillas

B-Selineno (17.2%)
Longifoleno (5,9%)
Eugenol (5%)

Ashraf et al., 1979b

. fukanesis K. M. Shen

China

Resina

Disulfuro de trans-1-
propenilo sec-butilo
(41,1%)

Disulfuro de sec-butil-
trans-2-butenilo (27,8%)
Disulfuro de di-sec-
butilo (9,6%)

Dai y Qiu 1992

. galbaniflua Boiss.

Iran

Raiz

B-Pineno (58,8%)
Mirceno (3,7%)
a-Pineno (2,6%)

Rustaiyan et al.,
2002

. galbaniflua Boiss.

Iran

Tallo

B-Pineno (58,8%)
Acetato de cis-
crisantonilo (6,1%)
trans-Nerolidal (5,2%)

Rustaiyan et al,
2002

. glauca L.

Italia

Hojas

trans-Cariofileno
(20,5%)
Epoxicariofileno
(13,9%)
a-Humuleno (7,6%)

Flores

Germacreno D (16,4%)
Mirceno (10,1%)
trans-Cariofileno (9,4%)

Maggi et al., 2009
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Frutos

a-Pineno (36,8%)
B-Pineno (17,8%)
Mirceno (4,1%)

Raiz

Elemicina (9%)
trans-B-Farneseno
(8,4%)

a-Zingibereno (6,9%)

F. gummosa Boiss.

Iran

Gomo-latex

B-Pineno (58,8%)
©-3-careno (12,1%)
a-Pineno (5,7%)

Ghannadi y Amree,
2002

Goma

B-Pineno (74%)
a-Pineno (9,5%)
Limoneno (4%)

Omidbaigi y
Sefidkon 2002

Frutos

B-Pineno (50,1%)
a-Pineno (18,3%)
3-Careno (6,7%)

Sayyah et al., 2001

F. hirtella Boiss.

Iran

Parte aérea

a-Pineno (15,4%)
Timol (14,9%)
Espatulenol (6,5%)

Akhgar et al., 2005

F. iliensis Krasn.

Uzbekistan

Raiz

a-2-Bisaboleno (2,1%)
a-Cadinol (1,8%)
2-Disulfuro de
metilbutilo (1,5%)

Sinitsin et al., 1982

F. jaesekheana Vatke.

Pakistan

Semillas y
tallos

0-3-Careno (18,8%)
Limoneno (10,2%)
a-Pineno (8,3%)

Ahmad et al., 1987

Raiz

a-Pineno (9,5%)
B-Pineno (5,2%)
Camazuleno (6,7%)

Frutos

a-Pineno (30%)
B-Pineno (16,2%)
Limoneno (trazas)

Kapabhi et al., 1985

F. latisecta Rech. f. & Aellen

Iran

Parte aérea

cis-Ocimeno (32,4%)
trans-Ocimeno (20,3%)
cis-Pinocarvona
(11,4%)

Habibi et al., 2006a

F. micrcolea Boiss.

Iran

Parte aérea

a-Pineno (19,2%)
Nonano (13,2%)
B-Pineno (13%)

Akhgar et al., 2005

F. nathex Boiss. (Rao)

Pakistan

Semillas

©-3-Careno (20,4%)
a-Terpineol (16,2%)
a-Pineno (7,3%)

Ashraf et al., 1979¢c

F. ovina Boiss.

Iran

Parte aérea

Carvacrol (9%)
a-Pineno (8,2%)
Isovalerato de geranilo
(7,2%)

Ghannadi et al.,
2002

Pakistan

Semillas

a-Pineno (53,7 - 70,6%)
Canfeno (7,9 — 16,7%)
Mirceno (5,8 — 11,4%)

Raiz

Borneol (19%)
Limoneno (14,2%)
a-Pineno (13,8%)

Karim 'y
1978

Bhatty,
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Trisulfuro de dimetilo
(18,2%)

F. persica Wild. Iran Raiz Miristicina (8.9%)
Tetrasulfuro de dimetilo
(7,6%)

Iranshahi et al.,
2006

Disulfuro de cis-sec-
butil-1-propenilo
(26,4%)
F. sinkiangensis K. M. China Resina Disulfuro de trans-sec- Daiy Qiu 1992
butil-1-propenilo
(24,5%)
a-Pineno (12,7%)

a-Pineno (48,8%)
F. stencarpa Boiss. Iran Resina B-Pineno (30,1%)
trans-B-Ocimeno (2,9%)

Rustaiyan et al.,
2001a

a-Pineno (12,6%)
Iran Parte aérea Germacreno D (12,5%) Habibi et al., 2006b
B-Pineno (10,1%)

B-Eudesmol (32%)

F. szowitsiana D. C. Hojas a-Eudesmol (18,2%)
-Pi 8,6%
Turquia a-Pineno (8,6%) Ozek et al., 2007
B-Eudesmol (29,5%)
Tallo a-Eudesmol (16,6%)

a-Pineno (6,4%)

Tabla 3. 1. Constituyentes mayoritarios de aceites esenciales del género Ferula.

El aceite esencial de diferentes partes de F. hermonis ha sido objeto de
algunos estudios previos Asi, en un estudio preliminar del aceite esencial de las
raices se identificaron siete compuestos que constituian el 61,1% del total de la
esencia: a-bisabolol (23%), a-farneseno (12,6%), cis-cariofileno (9,2%), alcohol
cinamico (5,7%), cupareno (4,4%), globulol (4,1%) y cis-trans-farnesol (1,8%). Su
actividad antimicrobiana fue ensayada frente a microorganismos gram positivos
(Staphylococcus aureus, Streptomyces scabies, Bacillus subtilis y Bacillus cereus) y
gram negativos (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y Escherichia
coli), asi como también frente a los hongos Aspergillus flavus, Aspergillus niger y
Fusarium oxysporum, encontrandose un potente efecto inhibitorio frente a los dos
primeros grupos de bacterias, de tipo dosis-dependiente, en tanto que la actividad

frente a las cepas fungicas fue leve (Al-Najar et al., 2006).

Posteriormente, otro grupo describié la composicién de los aceites esenciales

de las semillas, de la parte aérea y de las raices. En el aceite esencial de semillas se
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detectaron tres componentes: a-pineno (51,3%), B-pineno (42,5%) y canfeno (6,2%).
Sin embargo, en la esencia de la parte aérea se identificaron 27 compuestos, siendo
los mayoritarios: a-pineno (38%), carvacrol (5,5%), limoneno (2,5%), lavandulol
(2,5%), acetato de geranilo (2,2%) y sabineno (2%). En el aceite esencial de la raiz
se identificaron 30 compuestos de los cuales los mayoritarios son: a-pineno (31%),
acetato de linalilo (16%), 1,8-cineol (6%), lavandulol (4,5%), carvacrol (3,1%), y-
terpineno (2,5%) y borneol (2,5%) (Hilan et al., 2007).
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Metodologia experimental

4.1. Introduccioén

Para estudiar la composicidon quimica de una droga vegetal es necesario
realizar una serie de pasos: obtener distintos tipos de extractos, someterlos a
procedimientos de fraccionamiento y purificacién, con el objetivo de obtener

compuestos puros aislados; y determinar, finalmente, su estructura.

En nuestra investigacidon, para estudiar el aceite esencial y los extractos asi
como para aislar y purificar sus principios activos, se han utilizado diferentes técnicas
cromatograficas descritas mas adelante independientemente de su uso analitico o
preparativo. Se han empleado también técnicas espectroscépicas orientadas a
obtener informacién sobre su estructura quimica. En el caso del aceite esencial, para
completar su caracterizacion, se han determinado una serie de indices fisicos tales

como la densidad quimica, la rotacién éptica y el indice de refraccion.

Asimismo, se ha realizado un estudio de la actividad antifungica tanto del

aceite esencial como de los extractos, fracciones y compuestos puros aislados.
4.2. Obtencidén de extractos

Para el estudio quimico y farmacoldgico de un determinado material vegetal
primero se prepara la muestra para facilitar los procesos posteriores de separacion y
purificacion. Un tratamiento previo y adecuado de la misma, asi como la correcta
eleccion del disolvente de extraccidon, permiten ahorrar mucho tiempo y agilizar el
aislamiento. La extraccion inicial con disolventes de baja polaridad permite separar
los componentes mas lipéfilos, mientras que los disolventes alcohdlicos y acuosos
proporcionan un amplio espectro de compuestos de polaridad variable. Actualmente,
existen diferentes métodos de extraccion. Los mas comunes son la percolacion y la

maceracion, este ultimo mediante agitacion manual o mecanica.

En el presente trabajo, la raiz de Ferula hermonis se ha sometido a tres tipos

de extracciones:
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a) Obtencion del aceite esencial por hidrodestilacién utilizando un destilador tipo
Clevenger, segun el método descrito en la Farmacopea Europea (Council of Europe,
2014). Para ello, un total de 3450 g de raiz desecada y pulverizada se han sometido
a destilacion durante 3,5 h, repartidos en 12 destilaciones. El aceite esencial
obtenido se ha filtrado sobre Na,SO,4 anhidro y se ha conservado a 4 °C hasta su

analisis y fraccionamiento.

b) Extraccion con disolventes de polaridad creciente (figura 4.1), para abarcar
asi un rango mas amplio de constituyentes y evitar que posibles principios activos no

sean extraidos.

- 25 g de droga desecada y pulverizada se han extraido tres veces consecutivas con
600 mL de hexano, mediante maceracion en frio y con agitacion mecanica durante
18 h. Los liquidos extractivos obtenidos se han evaporado hasta residuo seco a

presion reducida por debajo de 40 °C, obteniéndose asi el extracto hexanico.

- El marco del extracto hexanico, una vez evaporado el disolvente, se ha sometido a
una extraccion con 1200 mL de diclorometano en un dispositivo Soxhlet durante 4 h.
La extraccion se ha realizado por triplicado. El liquido extraido se ha reunido y
evaporado al vacio hasta residuo seco, obteniéndose asi el extracto

diclorometanico.

- ElI marco del extracto diclorometanico, una vez evaporado el disolvente, se ha
sometido a extraccion con 500 mL de MeOH (95%) a temperatura ambiente por
agitacion durante 18 h. La extraccion se ha realizado por triplicado. Los liquidos
extractivos una vez reunidos, se han filtrado y concentrado hasta obtener un liquido

siruposo, que una vez liofilizado ha constituido el extracto metandlico.

- Finalmente, el marco del extracto metandlico, una vez evaporado el disolvente, se
ha extraido por decoccidén acuosa durante 3 h con 1 L de agua desionizada. El

extracto obtenido se ha concentrado vy liofilizado, dando lugar al extracto acuoso.

38 Tesis Doctoral



Metodologia experimental

c) Extraccion por decoccion acuosa, basada en un criterio etnofarmacolégico, es

decir, reproduciendo el modo de preparacion empleado en medicina tradicional.

25 g de droga desecada y pulverizada, se han mantenido en ebullicion en 1 L de
agua desionizada durante 30 min, con reflujo. El decocto, una vez filtrado, se ha
evaporado a presion reducida por debajo de 40 °C hasta liquido siruposo v,

finalmente, se ha liofilizado, obteniéndose el extracto acuoso.

Raiz de Ferula hermonis
(259)

Hexano

Maceracién en frio

600 mL/18 h/ por triplicado

g Marco
Ll

Concentracién a residuo seco

A 4

o CH,CIl, Soxhlet
Extracto hexanico 1200 mL/4 h/ por triplicado
(3,31 9) Marco
»
v Concentracion a residuo seco
MeOH 95%

Extracto diclorometanico Agitacié
2,62 9) gitacién

500 mL/18 h/ por triplicado Marco
Concentrar y liofilizar
\ 4
Extracto metandlico H,0
(2.879) Decoccion
1L,3h
Marco

A 4

Concentrar y liofilizar

A 4

Extracto acuoso
(1.82g)

Figura 4.1. Esquema de la extraccion con disolventes de polaridad creciente.
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4.3. Propiedades fisico-quimicas
4.3.1. Determinacién de la densidad relativa

Para determinar la densidad relativa se ha seguido la metodologia descrita en
la Farmacopea Europea (Council of Europe, 2014). Se toma el picndmetro N° 92 con
un volumen de 5,022 cm® y, perfectamente seco, se le determina la masa. También
se determina la masa del picndmetro lleno de agua bidestilada a 20 °C. A
continuacion, se rellena el picnédmetro con el aceite esencial a 20 °C y se determina
la masa. La densidad relativa del aceite esencial se define como el cociente entre la
masa del aceite esencial (masa del picnémetro lleno de aceite esencial menos la
masa del picndmetro vacio) y la masa del agua bidestilada (masa del picndmetro
lleno de agua bidestilada menos la masa del picndmetro vacio). El resultado que se

muestra es la media de tres mediciones independientes.
4.3.2. Determinacion de la rotacién Optica

Las determinaciones de rotacién Optica se han realizado siguiendo las
recomendaciones descritas en la Farmacopea Europea (Council of Europe, 2014). La
temperatura de ensayo ha sido de 25 °C y se ha empleado un polarimetro Atago AP-
300 que tiene como fuente de luz una lampara de halégeno. Los ensayos se han
realizado a una longitud de onda de 589 nm vy los resultados se presentan como la

media de tres mediciones independientes.
4.3.3. Determinacion del indice de refraccion

El indice de refraccion se ha determinado siguiendo las recomendaciones
descritas en la Farmacopea Europea (Council of Europe, 2014). Para ello, se ha
utilizado un refractémetro modelo Atago R5000. Los resultados se presentan como la
media de tres mediciones independientes. El rango de medicion del refractometro se

encuentra entre 1,333 -1,520.
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4.4. Técnicas cromatograficas
4.4.1. Introduccién

La cromatografia es un método de separacion basado en la migracion
diferencial de solutos a través de un sistema de dos fases, una de las cuales es movil
y la otra estacionaria (Mandava e Ito, 1988). Los componentes de la muestra se
separan segun su grado de retencidon que depende de su afinidad por las fases movil
y estacionaria, siendo éste un proceso bajo control termodinamico. El grado de
retencion de un compuesto en un dispositivo cromatografico con una fase
estacionaria y bajo la influencia de una fase movil depende de la particion o

distribucion de este compuesto entre ambas fases.

Atendiendo a la naturaleza de la fase movil implicada en la separacion, las
técnicas cromatograficas se pueden clasificar en cromatografia de gases y
cromatografia liquida. Por otro lado, en funcion del mecanismo de retencion de los
solutos en la fase estacionaria, se distinguen: cromatografia de adsorcion, particion,
exclusion, intercambio iénico, quiral y por afinidad (Macrae et al., 1993). A
continuacién, se describe el fundamento de los tipos de cromatografia y las fases

estacionarias empleados en el presente trabajo.
4.4.2. Cromatografia de adsorcién

En la cromatografia de adsorcidn, los solutos de una muestra son distribuidos
entre la fase movil, por disolucidn, y la fase estacionaria, por adsorcién en base a su

polaridad.

La silicagel es el material mas comunmente utilizado en este tipo de
cromatografia. Se trata de una matriz constituida por silice (Si) unida a oxigeno (O)
formando redes tridimensionales de grupos siloxano (Si-O-Si). Es una estructura
porosa en la que los atomos de Si terminales estan saturados con grupos OH libres
(grupos silanol), lo cual le confiere caracteristicas polares, siendo especialmente util

para separar sustancias de tipo apolar (Hostettmann y Hostettmann, 1982). El
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principal inconveniente que presenta es la retencién irreversible de los solutos de la
muestra, especialmente si ésta es de caracter polar. En ciertas ocasiones, es
necesario un tratamiento previo consistente en un prelavado con HCI para eluir las
trazas de hierro que pueda contener la silicagel, que son la causa de la fuerte

adherencia de muchos polifenoles.

En nuestro estudio la silicagel ha sido utilizada como fase estacionaria, tanto

en CCF analitica como preparativa, asi como en CC.
4.4.3. Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusibn molecular se basa en la separacion de
moléculas de diferentes tamafos debido a la migracién diferencial a través de un
material poroso. El rango de tamafos de particula que pueden ser separados por
este procedimiento depende del rango de tamafo de poro de la fase estacionaria.
Los geles de exclusion molecular poseen unas uniones cruzadas tridimensionales
que dejan unos poros demasiado pequefios para permitir la penetracion de las
moléculas de elevado peso, de manera que éstas son excluidas del gel y eluyen en
primer lugar. Las moléculas mas pequefias penetran en el gel, mas o menos
libremente en funcion de su tamano, y eluyen mas tarde (Janson, 1967; Valcarcel y
Gdémez, 1990). Cada fase estacionaria esta caracterizada por un rango de
fraccionamiento entre la penetracién completa y la exclusion completa. El Sephadex®
(Pharmacia Biotech, 1993; Valcarcel y Goémez, 1990) es la fase estacionaria mas
utilizada en la cromatografia de exclusién molecular. Se trata de un gel organico de
material poroso e inerte, obtenido a partir del dextrano por tratamiento con
epiclorhidrina, dando lugar a una serie de entrecruzamientos, que ofrecen mayor
uniformidad tridimensional. Se distinguen dos tipos: serie G y serie LH. Este ultimo
esta constituido por dextrano metilado y se utiliza con eluyentes organicos. Son muy
utiles para la separacion de fitoconstituyentes, concretamente flavonoides vy
polifenoles, en general. Los geles de esta serie combinan fendmenos de adsorcion y

exclusiébn molecular, tienen elevada capacidad de carga y se pueden regenerar
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facilmente. El mas utilizado es el LH-20, eluido con metanol o mezclas de metanol-

agua (Joustra et al., 1967).

Geles porosos blandos, como Sephadex® o Biogel®, pueden usarse solamente
en condiciones de baja presion, sin embargo, existen otras fases que pueden ser
empleadas en condiciones de presion elevadas permitiendo mayores velocidades de

fase movil y acortando el tiempo de analisis.

En la practica, la mayoria de los materiales de exclusion molecular presentan

también interacciones secundarias, siendo la exclusién molecular pura muy rara.

En nuestro estudio, se ha utilizado Sephadex® LH-20 (Pharmacia Biotech AB,
17-0090-02), y Lipophilic Sephadex® LH20 (Sigma-Aldrich) de 25-100 micrones para

la cromatografia en columna.
4.4.4. Cromatografia en capa fina (CCF)

La cromatografia en capa fina clasica (CCF) es una técnica instrumental de
gran importancia para el analisis de la mayoria de sustancias de origen vegetal
(Hauck et al.,, 1990). Se trata de una técnica planar en la que se produce una
migracion diferencial de los componentes de una muestra, aplicada como mancha o
como banda fina, sobre la fase estacionaria extendida sobre un soporte plano

cuando una fase movil eluye a su través, gracias a un fenémeno de capilaridad.

Se ha utilizado con los siguientes objetivos:

" Analisis preliminar de los componentes de los productos extractivos sometidos
a estudio.
" Investigacion de las técnicas y sistemas cromatograficos adecuados para su

fraccionamiento.

" Deteccion, seguimiento y control de los componentes de los eluatos de las

diferentes técnicas preparativas utilizadas.
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Aportar datos para una aproximaciéon a la identificacion de sustancias,
teniendo en cuenta los Rf y el color y la fluorescencia de las manchas
cromatograficas. Es util el estudio comparativo con sustancias puras o

patrones.

Empleo como soporte solido desde el cual difunden las sustancias de una

muestra en la técnica de la bioautografia.
Separacion y aislamiento de compuestos de un extracto.

La fase estacionaria utilizada en CCF ha sido Silicagel 60 Fys4. Se han

empleado cromatofolios de Silicagel 60 Fs4 de 0,2 mm de espesor (Merck 5554 vy

SDS CCM 221254) para la cromatografia en capa fina analitica y cromatofolios de

Silicagel 60 Fy54 de 0,5 mm de espesor (SDS CCM 121354) para la cromatografia en

capa preparativa.

Una vez desarrolladas, las placas de cromatografia se observan a la luz visible

y a la luz UV (254 y 366 nm), con o sin la aplicacion de algun reactivo revelador.

Existen un gran numero de reactivos de tipo general y de tipo especifico, para

funciones quimicas o para determinados grupos estructurales de sustancias (Rios et
al., 1986; Wagner et al., 1984).

Los reveladores utilizados en nuestro estudio han sido:

Soluciéon de Anisaldehido: Mezclar, en el siguiente orden, 0,5 mL de
anisaldehido, 10 mL de acido acético glacial, 85 mL de metanol y 5 mL de

acido sulfarico (Council of Europe, 2014).

Vanillina sulfurica (Godine): Formado por la mezcla a partes iguales de dos
soluciones A y B. Solucion A: H,SO4 al 10 % en MeOH. Solucién B: Vainillina
al 1 % en MeOH. Después del revelado, se calienta la placa a 105 °C durante

10 min y se observa a la luz visible (Wagner et al., 1984).
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En algunos casos, existe una estrecha relacion entre el revelado de las
sustancias separadas en los cromatogramas y su estructura quimica, pudiéndose
formular algunas hipotesis sobre la misma (Brasseur y Angenot, 1986; Ghosh et al.,
1987).

4.4.5. Cromatografia preparativa en columna

Las técnicas de cromatografia en columna disponen de un tubo cilindrico que
sirve de soporte para la fase estacionaria. La muestra se aplica, de forma manual o
mediante inyector, en la cabeza de la columna en forma de banda, y los compuestos
separados de la muestra eluyen por la parte inferior al ser arrastrados por la fase

movil.

Para el fraccionamiento del aceite esencial y de los extractos investigados ha
sido necesaria la utilizacién de varias técnicas de cromatografia en columna, cuyo

fundamento se describe sucintamente a continuacion.
a) Cromatografia liquida en columna clasica (CC)

La cromatografia liquida en columna es una de las técnicas mas utiles para el
aislamiento y purificaciéon de productos naturales. Sin embargo, para su utilizacion,
se deben tener en cuenta una serie de factores, tales como: la eleccion de la fase
estacionaria y del eluyente, la geometria de la columna y su empaquetamiento (en
hiamedo o en seco), la aplicacién de la muestra (en solucion o en siembra sélida) y el
flujo del eluyente (Dalmases y Bonet, 1984; Unger y Janzen, 1986; Valcarcel y
Gomez, 1990).

En la cromatografia en columna clasica (CC), la elucidon se realiza a presion
atmosférica, de tal forma que el eluyente avanza por la fuerza de la gravedad y por la
presion hidrostatica ejercida por él mismo en la parte superior de la columna
(Dalmases y Bonet, 1984). La eleccion de la fase estacionaria y la fase movil se
realiza mediante CCF, de tal forma que los componentes de la muestra deben

presentar la mejor separacion posible y su Rf no debe ser superior a 0,5.
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En nuestro estudio, en la cromatografia preparativa CC se han utilizado como
fases estacionarias: Silicagel 60 A CC (35-70 um) SDS P2000027 y Sephadex® LH-
20.

b) Cromatografia “flash”

La cromatografia “flash” se utiliza en el aislamiento de diversos tipos de
productos naturales: flavonoides, alcaloides y saponinas, entre otros (Hostettmann,
1985; Hostettmann y Hostettmann, 1982).

Se trata de un tipo de cromatografia en columna en la que la elucion se
efectia a una presion ligeramente superior a la atmosférica, producida por la accién
de un gas (generalmente, He, N, o aire). Consta de una columna en cuya parte
superior y en union hermética lleva un embudo de decantacion, el cual actia como
reservorio de eluyente y tiene una valvula que permite controlar la presién del gas

utilizado (Majors y Enzweiler, 1989).

La eleccion de la fase movil y la fase estacionaria se realiza por CCF. En este
caso, en el sistema escogido el Rf de las sustancias separadas no debe ser superior
a 0,35 (Hostettmann y col., 1986)

La cromatografia “flash”, respecto a la CC clasica, reduce el tiempo de
separacion, los posibles riesgos de descomposicion de compuestos y la aparicién de
colas en la elucion, inconvenientes frecuentes en la separacion de productos

naturales.

En nuestro estudio se ha utilizado como fase estacionaria Silicagel 60 A CC
(35-70 um) SDS P2000027.

4.4.6. Cromatografia de gases (GC)

Se trata de un sistema de cromatografia en columna que se caracteriza por
utilizar como fase estacionaria un liquido retenido en un soporte sélido inerte y como

fase movil un gas, que puede ser Ny, H, o He. Es un método de separacion fisico, en
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el que los componentes de una muestra homogénea se separan debido a una serie
de equilibrios de distribucion entre las dos fases, de manera que cada uno de ellos

es eluido a distinta velocidad.

La separacidon depende de la temperatura a la que tiene lugar el proceso, del
tipo de columna utilizado, de la naturaleza de la fase estacionaria y del flujo del gas

portador.

La columna se encuentra en el interior de un horno de temperatura regulable.
Existen dos tipos de columnas: las capilares y las empaquetadas. Actualmente, las
mas utilizadas son las capilares de silice fundida, mucho mas largas (hasta 200 m),
de diametro interno mucho menor (0,2-0,75 mm) y con mayor poder de resolucion

que las empaquetadas convencionales.

Las fases estacionarias pueden ser de diferente tipo. Entre las mas
frecuentemente utilizadas, sobresalen las de polidimetilsiloxano de caracter apolar
(tales como Supelco SPB™-1) y las de polietilenglicol (tales como Supelcowax™ 10)

de naturaleza polar.

Los sistemas de aplicacion de la muestra o sistemas de inyeccion deben
asegurar una eficacia de separaciéon O6ptima de la columna y deben evitar
alteraciones de la muestra. El mas utilizado es el sistema de inyeccion con division
de flujo o “split”, que reduce la cantidad de muestra que llega a la columna. Es
especialmente indicado en el caso de columnas capilares, las cuales sélo pueden

aceptar de 10 a 100 ng de muestra para obtener una buena separacion.

Los detectores pueden ser de dos tipos: universales o selectivos. Entre los
primeros, que detectan casi todos los compuestos organicos, destaca el de
ionizacion a la llama (“Flame lonization Detector”, FID), el cual mide el aumento de la
conductividad entre dos electrodos cada vez que un componente de la muestra es
quemado al llegar al detector. La sefial producida es transmitida a un integrador que

realiza un registro en forma de cromatograma.
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La cromatografia de gases se utiliza fundamentalmente para el analisis de
sustancias volatiles, como los aceites esenciales. No obstante, tiene también una
importante aplicacion en el analisis de sustancias no volatiles que se pueden
transformar en volatiles por derivatizaciéon (metilacion, etc.) (Chaplin y Kennedy,
1986).

Condiciones del analisis por GC

Cromatégrafo de gases Hewlett-Packard modelo 6890, equipado con un detector
FID.

Columna 1: Supelcowax™ 10 (60 m x 0.25 mm d.i; 0,25 pm de espesor).
Columna 2: Supelco SPB™-1 (60 m x 0.25 mm d.i; 0,25 um de espesor).
Gas portador: He.

Flujo: 1 mL/ min.

Temperatura del detector: 270 °C.

Temperatura del inyector: 250 °C.

Split: 1/80.

Temperatura del horno: programa de temperatura:

- 50 °C (8 min); 50 °C - 120 °C (4 °C/min); 120 °C (10 min); 120 °C - 230 °C (4
°C/min); 230 °C (17min).

Tiempo de analisis: 80 min.
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4.4.7. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

La cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (GC-MS)
proporciona mucha informacion sobre los constituyentes de una mezcla a partir de

una pequena cantidad de muestra (Belz, 1981).

La espectrometria de masas se basa en la fragmentacion de las moléculas y
posterior separacion de los fragmentos resultantes, en funcién de la relacion
masa/carga (m/z) de estos fragmentos acelerados en un campo electromagnético.
Siempre que una molécula se rompe en las mismas condiciones se obtiene el mismo
numero y abundancia de los fragmentos que son caracteristicos, dando lugar a un

espectro propio de la molécula.

Una o6ptima combinacion de la cromatografia de gases con la espectrometria

de masas necesita (Ten Noever De Braw et al.,1981):

» sistema de bombeo diferencial, es decir, una bomba de difusién para el
analizador de masas y otra para la fuente de iones. Esta ultima debe bombear el
gas hacia el exterior y mantener unas condiciones de vacio aceptables para el

funcionamiento del espectrometro.

= presion lineal de la fuente de iones, para que la intensidad de la corriente de

iones varie linealmente con la cantidad de muestra inducida.
» registro de los espectros de masas en el menor tiempo posible.

= compatibilidad con un sistema computerizado que permita recoger y almacenar
los datos que genere un andlisis. El ordenador, generalmente dispone de
programas adecuados de busqueda que permiten comparar los espectros de

masas obtenidos con los existentes en la libreria.

» interfase GC-MS que permita conectar la salida del cromatdgrafo de gases y la

entrada del espectrometro de masas, que sea inerte, que transmita el gas
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cromatografico eluido de la columna a la fuente de iones en el menor tiempo

posible y que aisle la columna del vacio del espectrémetro de masas.

Se emplean dos tipos de interfase: conexion directa y “split” abierto. El
desarrollo de columnas capilares ha facilitado la conexion directa entre ambos
instrumentos, ya que en ellos el flujo de gas es lo suficientemente pequefio para ser

absorbido por las bombas de vacio del espectrometro de masas (Freeman, 1981).
Ademas, esta interfase proporciona:
» Fase estacionaria de baja volatilidad y buena estabilidad térmica.

» Maxima resolucién cromatografica para evitar el registro de espectros

correspondientes a compuestos no separados.

En el presente trabajo se ha utilizado un sistema GC-MS Hewlett Packard,
integrado por un cromatografo de gases modelo 6890 y por un detector selectivo de
masas modelo Hewlett Packard 5973N, en el que la conexion entre la columna
capilar y el espectrometro de masas es directa. El sistema incluye un ordenador HP
Vectra 386/25 y un programa informatico, MS ChemStation, que dispone de una
libreria de espectros (NBS75) que permite comparar los espectros de masas

obtenidos con los de compuestos conocidos.

Condiciones del analisis por GC-MS

Columna 1: Supelcowax™ 10 (60 m x 0.25 mm d.i; 0,25 um de espesor).
Columna 2: Supelco SPB ™-1 (60 m x 0.25 mm d.i; 0,25 ym de espesor).
Gas portador: He.

Flujo: 1 mL/ min.

Temperatura del inyector: 250 °C.

Split: 1/80.

50 Tesis Doctoral



Metodologia experimental

Temperatura del horno: programa de temperatura:

- 50 °C (8 min); 50 °C - 120 °C (4 °C/min); 120 °C (10 min); 120 °C - 230 °C (4
°C/min); 230 °C (17min).

Tiempo de analisis: 80 min.

Los espectros de masas han sido obtenidos entre m/z 35 y m/z 400 utilizando

una energia de ionizacién de 70 eV.
4.5. Técnicas espectroscopicas

4.5.1. Espectrometria de masas (MS)

La espectrometria de masas (MS) consiste fundamentalmente en la ionizacion
de la muestra y posterior separacion de los fragmentos, segun su relacion

masa/carga (m/z).

Las técnicas mas empleadas son el impacto electronico (EI-MS) y la ionizacion
quimica (CI-MS), que requieren la volatilizacién previa de la muestra. Por ello, los
compuestos no volatiles deben ser previamente derivatizados a componentes
volatiles (permetilados, peracetilados, etc). Para poder realizar el anélisis directo de
estas sustancias sin derivatizar, asi como de sustancias termolabiles, se utilizan
otras técnicas como el bombardeo por atomos rapidos (FAB) y el electrospray (ESI),

entre otros.
En nuestro estudio, se han empleado las técnicas de EI-MS y CI-MS.
4.5.2. Espectrometria de masas de impacto electronico (EI-MS)

La espectrometria de masas de impacto electronico (EI-MS) es muy util en la
identificacion de compuestos organicos y determinacion de la estructura molecular
(Seibl, 1973). Se basa en bombardear la muestra directamente mediante haces de
electrones procedentes de un filamento incandescente (energia: 70 eV). Los

fragmentos resultantes se separan en funcion de la relacion masa/carga y son
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acelerados en un campo electromagnético. El espectro de masas ofrece informacién
sobre los fragmentos formados y, en determinados casos, puede identificarse el pico
molecular, que al tratarse de un i6n con carga simple indica el peso molecular. La
intensidad relativa de los iones [M+1]" y [M+2]" ofrece informacion sobre el contenido
en heteroatomos y sobre la formula molecular de los compuestos organicos (Pasto y
Johnson, 1997).

Los espectros de masas se han registrado con un espectrometro de masas
Hewlett Packard 5989A, por introduccion directa de la muestra a la camara de

ionizacion.
4.5.3. Espectrometria de masas de ionizacion quimica (CI-MS)

La espectrometria de masas por ionizacion quimica (CI-MS) consiste en
introducir la muestra en una camara de ionizacion quimica clasica, donde se
encuentra un gas reactivo ionizado (metano, propano, amoniaco). Las moléculas de
la muestra reaccionan con los iones del gas dando lugar a fragmentos caracteristicos
que permiten la deduccion del peso molecular. Cuando el gas es metano, se pueden
identificar en el espectro de masas resultante los iones [M+1]", [M+29]" y [M+41]",

siendo M el peso molecular de la sustancia.

Los espectros se han registrado con un espectrometro de masas Hewlett
Packard 5989A, por introduccion directa de la muestra a la camara de ionizacion. El

gas empleado ha sido metano.
4.5.4. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una de las
técnicas mas utilizadas para la elucidacion estructural de compuestos organicos. Se
basa en la interaccion entre un nucleo y un campo magnético aplicado en la que se

produce una transicion de un valor a otro del estado del spin del nucleo.

Los métodos RMN pueden clasificarse en monodimensionales y bidimensionales, en

funcion del numero de frecuencias utilizadas para determinar cada pico del espectro.
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La "H-RMN proporciona informacion respecto al tipo y entorno quimico de los
protones de la molécula, mientras que ">C-RMN proporciona la misma informacion

referente a sus carbonos.

Ademas, la RMN bidimensional, sea de acoplamiento (RMN-2D-J) o de
correlacion (RMN-2D o COSY “Correlated Spectroscopy”) homo o heteronuclear, los
experimentos de irradiacion, los espectros “off resonante” y una serie de
experimentos realizados, principalmente en espectroscopia de *C-RMN (Nuclear
Overhauser Effect -NOE-, Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer -
DEPT-, etc.) han aumentado notablemente, junto con la mejora instrumental, el
caudal de informacion proporcionado por RMN (Gonzalez-Sierra et al., 1989;
Shoolery, 1984).

Los experimentos de RMN del presente trabajo se han realizado mediante
espectrometros Mercury 400, Gemini 300, Bruker AR-X-400 y Varian VXR a 500
MHz.

A continuacion, se detallan los métodos utilizados, tanto monodimensionales
(Sadler, 1988) como bidimensionales (Derome, 1989), en la elucidacién estructural

de las sustancias aisladas.
45.4.1. RMN monodimensional
a) Resonancia magnetica nuclear de proton (*H-RMN)

La "H-RMN proporciona informacién sobre la posicién y estado de los distintos
protones de la muestra que se analiza. Una determinada sefial de proton da
informacién del entorno a través de su desplazamiento quimico e informacion de los
protones vecinos a través de los acoplamientos “spin-spin”. Se utiliza
fundamentalmente para la distincion de moléculas con grupos funcionales
semejantes, asi como para la determinacién del numero de azucares y sus tipos de

enlace con la molécula.
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La irradiacion a la frecuencia de un proton determinado permite ademas
eliminar todos los acoplamientos que éste pueda presentar con otros protones. La
modificacion que esto provoca en el espectro puede tener elevado valor diagndstico
(Freixa, 2001).

b) Resonancia magnetica nuclear de Carbono-13 (**C-RMN)

El desarrollo de la RMN por transformadas de Fourier ha conseguido que los
versatiles estudios de RMN de *C sean no sdlo practicos, sino también casi
comparables con los de RMN de 'H en cuanto a facilidad experimental y calidad de

los resultados.

El espectro normal de ">C-RMN, con desacoplamiento total de protdn, da
informacién directa sobre el C estudiado. Si es registrado con desacoplamiento
incompleto (espectro “off resonance”), permite estudiar el numero de protones
asociados a cada carbono, ya que C, CH, CH, y CH3; aparecen, respectivamente,

como singulete, doblete, triplete y cuadruplete.

Es util en el estudio de heterésidos, como en el caso de polifenoles,
saponinas, etc., pues ayuda a establecer el numero total de carbonos de la molécula
del aglicon y del azucar por separado (Agrawal, 1992).

c) DEPT (Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer)

Constituye el método de eleccion para determinar la multiplicidad de los
atomos de carbono, permite diferenciar entre CH3, CH,, CH o carbonos cuaternarios
(Hanke et al., 1989; Rahman, 1989). Es un espectro RMN monodimensional de *C
de senales con fase positiva 0 negativa en el que se produce una transferencia de
polarizacién del '"H al "*C que incrementa la sensibilidad hasta un factor de 4. Por
esta razon, es el método mas rapido para determinar la multiplicidad 'H-">C
(Breitmaier, 1993; Gonzalez-Sierra et al., 1988).
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45.4.2. RMN bidimensional
a) COSY (Correlated Spectroscopy)

Existen varios tipos de espectros bidimensionales COSY en funcién de los
atomos que se correlacionan: homonucleares (HH COSY) y heteronucleares (HC
COSsY).

Los experimentos homonucleares HH COSY correlacionan los
desplazamientos quimicos de los 'H acoplados de una molécula, proporcionando
informacién sobre las relaciones entre los distintos protones de la molécula y los
acoplamientos entre los mismos. En los experimentos bidimensionales se
representan los desplazamientos de los protones sobre dos ejes de frecuencias. El
resultado es un diagrama de simetria cuadrada. La proyeccion del espectro
monodimensional "H-RMN aparece sobre la diagonal (sefiales diagonales). Ademas,
aparecen correlaciones o sefales fuera de la diagonal (sefiales cruzadas) donde los
protones estan acoplados con otros. De esta forma, un diagrama HH COSY indica
las conexiones HH en posicidn geminal o vecinal de los protones de una molécula

(Gonzélez Sierra et al., 1989).

El experimento HC COSY correlaciona los desplazamientos quimicos de los
3C, en una dimension, con los desplazamientos quimicos de los 'H, en la otra, a
través de una union CH. Las secuencias de pulsos utilizadas suponen una
trasferencia de polarizacion 'H-">C que es la base de la secuencia DEPT y que
aumenta la sensibilidad. Por esta razén, los experimentos HC COSY no necesitan
mas muestra que un espectro °C RMN desacoplado de banda estrecha de 'H. El
resultado es una correlacién CH bidimensional, en la que el desplazamiento del "*C
se representa en abscisas y el del 'H en ordenadas (o viceversa). Los
desplazamientos de los nucleos *C y 'H que estan unidos entre ellos son las
coordenadas de las senales cruzadas (Breitmaier, 1993; Derome, 1989). Esta técnica

permite descifrar qué "H esta unido a cada *C de la molécula.

Tesis Doctoral 55



Capitulo 4

b) HSQC y HMBC (Electroscopias RMN de deteccién inversa)

La espectroscopia inversa detecta indirectamente “spins” de baja sensibilidad
(por ejemplo °C, ®N,...) a través de “spins” de alta sensibilidad ('H). En un espectro
de "H convencional aparece toda la informacién derivada de las interacciones con
nucleos de "*C, pero que normalmente no se observa a simple vista, ya que la
informacién que se aprecia mayoritariamente es la de 'H unido a "*C. Las secuencias
de pulsos que forman la espectroscopia inversa estan disefiadas, precisamente, para

que sélo se encuentren presentes en el espectro final, estas interacciones 'H-">C.

Los experimentos de espectroscopia RMN de deteccién inversa utilizados para
la elucidacion estructural de las sustancias aisladas han sido los experimentos
bidimensionales HSQC (“Heteronuclear Single Quantum Coherence”) y HMBC
(“Heteronuclear Multiple Bond Connectivity”) que permiten determinar las
correlaciones protén-carbono directas y a larga distancia (2-3 enlaces),
respectivamente, y que resultan muy utiles en el analisis estructural de productos

naturales y biomoléculas (Martin y Crouch, 1991).
4.6. Métodos de estudio de la actividad antifungica

4.6.1 Introducciéon

Existen diversos métodos para investigar la actividad antifungica “in vitro” tanto
deextractos crudos o parcialmente fraccionados, como de principios activos

purificados.
En nuestro estudio, se han empleado las siguientes técnicas:

" Antifungigrama, para evaluar la actividad de los extractos y productos aislados
(Recio y Rios, 1989).

" Bioautografia por contacto, para el seguimiento de la actividad antifungica
durante los procesos de purificacion de los principios activos (Homans vy
Fuchs, 1970; Marston y Hostettmann, 1987).
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" Determinaciéon de la concentracion minima inhibitoria (CMI) (Recio y Rios,
1989) y la concentracion minima fungicida (CMF) (Balows et al., 1991) para

cuantificar la actividad de los extractos y productos aislados.

A continuacion, se indican las cepas de hongos empleadas en los diferentes

ensayos Y se describen el fundamento y el protocolo seguido en cada uno de ellos.
4.6.2. Cepas de hongos

Las cepas de hongos utilizados en el “screening” de actividad antifungica
proceden de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Valencia, Espafa) e
incluyen tanto levaduras como hongos filamentosos. Entre ellos se encuentran
hongos oportunistas y patégenos de piel y mucosas, asi como hongos causantes de

pérdidas econdmicas en agricultura y almacenaje de alimentos.
Las cepas seleccionadas son las siguientes:

Levaduras:

- Candida albicans, (Robin) Berkhout. A, CECT 1394.

- Candida lactis-condensi, syn. Filobasidiella neoformans Kwon-Chung var.
neoformans. T, CECT 1075.

- Saccharomyces cerevisiae, Meyen : E.C. Hansen, CECT 1324.
Dermatofitos:
- Mycrosporum gypseum, (E. Bodin) Guiart & Grigoraki, CECT 2908.

- Trichophyton mentagrophytes, syn. Arthroderma benhamiae Ajello and Cheng,
CECT 2795.

Hongos filamentosos no dermatofitos:

- Aspergillus niger, van Tieghem. A, CECT 2574.
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- Aspergillus fumigatus, Fresenius. A, CECT 2071.
- Penicillium purpurogenum, Stoll. A, CECT 20436.
4.6.3. Antifungigrama

El antifungigrama es un método de difusion basado en la inhibicién del
crecimiento fungico producido por una sustancia que difunde desde un soporte soélido
(por ejemplo, un disco de papel de filtro) hacia el medio de agar, previamente
inoculado (Rios et al., 1988; Van den Berghe y Vlietinck, 1991). A medida que la
distancia al centro del disco aumenta, la concentracién del agente antimicrobiano
disminuye de forma logaritmica, creando un gradiente de concentraciones en el
medio de agar que rodea al disco. Al mismo tiempo, los microorganismos inoculados
en el agar que no son inhibidos por la concentracion del agente antimicrobiano,
continuan multiplicandose hasta que el crecimiento es visible. En las areas donde se
alcanza una concentracién inhibidora del agente no hay crecimiento formandose un

halo de inhibicion alrededor de cada disco (Jorgensen, 1999).

Este método es util para determinar la presencia o ausencia de actividad
antifungica de una muestra, bien sea un extracto bruto o una sustancia pura. No es
un método cuantitativo ya que viene limitado por el grado de difusién que cada

sustancia manifiesta en un medio acuoso (Freixa, 2001).

Los halos de inhibicibn de crecimiento de los productos ensayados se
comparan con los de sustancias de referencia para establecer la sensibilidad del

microorganismo utilizado en cada caso (Van den Berghe y Vlietinck, 1991).
Material y reactivos.

Medio de cultivo: Glucosa Sabouraud Agar (Cultimed-Panreac ref. 413802.1210).
Soporte fisico: placas de Petri, 14 cm de diametro (Rubilabor ref. 815.1120).

Discos estériles de celulosa, 13 mm, capacidad 100 uL (Difco ref. 1571-33).
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Farmacos de referencia:

Anfotericina B (Sigma-Aldrich ref. A2411).
Nistatina (Sigma-Aldrich ref. N6261).
Protocolo experimental

1) Preparacioén del in6culo.

En el caso de levaduras, se resuspenden en NaCl 0,9% una serie de colonias
aisladas de un cultivo por agotamiento, con un tiempo de vida inferior a las 24 horas,
hasta alcanzar una turbidez del 0,5 en la escala de McFarland (Paik, 1981),

equivalente a 10° UFC/mL.

Por lo que se refiere a hongos filamentosos, se realiza una cosecha de
esporas con tampdn Tanquay a partir de cultivos en tubo inclinado de una semana
de edad. Se cuantifican las unidades formadoras de colonias (UFC) por medio de la
siembra en superficie, en placas de Petri, de alicuotas de diferentes diluciones de la

suspension de esporas obtenida y ajustada a 10° UFC/mL.

En una placa de Petri que contiene un medio de cultivo sdlido rico, se siembra
en superficie un inéculo mediante torunda estéril. Se deja reposar hasta total

absorcion de la humedad superficial.
2) Preparacion de los farmacos de referencia.

Se ha preparado una disolucién de 1 mg/mL de cada farmaco de referencia en

DMSO y se han depositado 20 uL en un disco estéril.
3) Preparacion de los extractos.

Para realizar el “screening” de actividad antifungica, se han preparado

disoluciones de 50 y 100 mg/mL de cada extracto con el disolvente adecuado y se
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han depositado 100 pL de cada una en un disco estéril, es decir, dosis de 5y 10 mg

de extracto bruto/disco.
En el caso del aceite esencial se han depositado 5y 10 pL.
4) Disposicion de los productos a ensayar en placas de Petri.

En cada placa de Petri se depositan dos discos impregnados con nistatina y
anfotericina B, y se distribuyen de forma equidistante hasta cinco discos mas con las

muestras a ensayar.
5) Incubacién y lectura de los resultados.

Las placas de Petri se dejan reposar en nevera (4 °C) durante 1 h, para
favorecer la difusidon de las sustancias, sin que se produzca crecimiento fungico y, a
continuacién, se incuban a 30 °C. Se realizan lecturas del diametro del halo de
inhibicién del crecimiento a las 48 y 72 h. Transcurrida una semana, se destruyen por

esterilizacion en autoclave.
4.6.4. Bioautografia

La bioautografia esta considerada como el método mas eficaz para la
deteccion de compuestos antimicrobianos, ya que permite la localizacion de la
actividad en una matriz compleja y, establece las condiciones optimas para el
aislamiento biodirigido de los constituyentes activos (Betina, 1973; Rahalison et al.,
1991; Rios et al., 1988).

Los ensayos bioautograficos pueden ser de tres tipos (Rios et al., 1988):
a) Bioautografia directa:

Los microorganismos crecen directamente sobre el cromatofolio en el cual se
han separado previamente los componentes de la muestra a ensayar (Homans y

Fuchs, 1970). Esta técnica es muy sensible a la localizacion exacta de los
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compuestos activos en la placa cromatografica; sin embargo, su uso queda limitado a

microorganismos capaces de crecer sobre ella.
b) Bioautografia por contacto:

Se trata de una técnica de difusién en agar en la que los compuestos de una
muestra, previamente separados por CCF, son transferidos desde el cromatofolio a
una placa de Petri con un medio de cultivo sélido, previamente inoculado, por
contacto directo. En esta técnica, el proceso de transferencia puede llevar a zonas de
inhibicion grandes que disminuyen la sensibilidad y la capacidad de discriminar entre

compuestos activos con Rf similares.
c) Bioautografia de inmersion:

Sobre un cromatofolio, en el cual se ha realizado una CCF de la muestra
problema, se deposita una fina capa de medio de cultivo inoculado, previamente a la

solidificacion del mismo. Este método es un hibrido de los dos anteriores.

En nuestro estudio, se ha empleado la bioautografia por contacto (Rios et al.,
1988). Es un método menos sensible que el antifungigrama debido a la corta
exposicion del inéculo a los posibles principios antifungicos y puede producir
interferencias debidas a la naturaleza de la capa fina. Se ha utilizado, principalmente,
en el aislamiento biodirigido de los compuestos responsables de la actividad del
aceite esencial y de los extractos y, como método complementario al antifungigrama,
para detectar la presencia de actividad debida a productos que se encuentran en
muy baja concentracion en el extracto bruto, quedando enmascarada su actividad, o

bien que coexisten con algun otro compuesto que antagoniza dicha actividad.
Material y reactivos.
Medio de cultivo: Glucosa Sabouraud Agar (Cultimed-Panreac ref. 413802.1210).

Soporte fisico: placas de Petri, 12 x 12 cm (Rubilabor ref. 816.2252).
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Cromatofolios CCF de Silicagel 60 F2s4 de 0,2 mm de espesor (Merck ref. 5554 y
SDS ref. CCM 221254).

Protocolo experimental

1) Preparacion del in6culo.

Se opera de igual forma que en el antifungigrama.

2) Preparacion de las CCF.

Para realizar la bioautografia es necesario desarrollar una CCF de la muestra
a ensayar escogiendo un sistema de eluyente que asegure la maxima distribucion de

los componentes por el cromatofolio.

La cantidad de muestra empleada en la CCF varia en cada caso, segun el
grado de fraccionamiento del extracto. En el caso de productos extractivos se han
sembrado 3 y 5 mg, previamente disueltos en el disolvente apropiado, en bandas de

2y 4 cm, respectivamente.

Paralelamente, se realiza una CCF testimonio, para el posterior estudio de las

caracteristicas cromatograficas de las bandas de inhibicion.
3) Disposicidon de las CCF en placas de Petri.

El cromatofolio ya desarrollado se deposita sobre la placa de Petri con
precaucion, para evitar que se produzcan bolsas de aire entre ésta y la superficie del

agar que impidan la migracion de materia.
4) Incubacién y lectura de los resultados.

Las placas de Petri se dejan reposar en nevera (4 °C) durante 1 h para
favorecer la difusion de las sustancias sin crecimiento fungico. A continuacion, se
retiran los cromatofolios de la superficie del medio de cultivo y se incuban a 30 °C. Se

realizan lecturas a las 48 y 72 h. y se comparan las bandas de inhibicién con las
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bandas cromatograficas obtenidas en la CCF testimonio. Transcurrida una semana,

se destruyen por esterilizacién en autoclave.

Para realizar la bioautografia frente a Trichophyton mentagrophytes y
Mycrosporum gypseum para determinar las fracciones activas del aceite esencial, se
han preparado disoluciones al 20% en hexano del aceite esencial, de las fracciones y

del a-pineno y se han sembrado en bandas de 0,8 cm.

De cada CCF se han preparado 4 ejemplares: Una CCF para realizar el ensayo de
actividad frente a cada hongo, y dos CCF de referencia que han sido reveladas con

la solucion de anisaldehido y con el reactivo de Godine.
4.6.5. Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Los métodos por dilucidbn estan orientados a establecer la concentracion
minima del agente antimicrobiano que se requiere para inhibir el crecimiento o matar
el microorganismo; generalmente, se expresa en ug/mL. Los agentes
antimicrobianos se ensayan realizando una serie de diluciones 1:1 (logz). A la menor
concentracion que inhibe el crecimiento de un microorganismo se le atribuye el valor
de la CMI (Jorgensen, 1999; Rios et al., 1988; Van den Berghe y Vlietinck, 1991).

Los métodos por dilucion pueden realizarse en medio liquido, donde se
distinguen dos modalidades: la macrodilucion, que incluye aquellos ensayos en que
el volumen total de medio de cultivo para cada dilucién es > 1,0 mL; y la
microdilucion, en la que, frecuentemente, se trabaja con volumenes de 0,1 mL en
microplacas (Hadacek y Greger, 2000; Jorgensen, 1999). En nuestro estudio, se ha

empleado como método para determinar la CMI la microdilucién en medio liquido.
Material y reactivos.

Medio de cultivo: Sabouraud, Medio Liquido (Cultimed - Panreac ref. 413.804.1210).

Soporte fisico: microplacas 96-pocillos, fondo plano (Rubilabor ref. 822.0005).
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Farmacos de referencia:

Anfotericina B, (Sigma-Aldrich ref. A2411).
Nistatina, (Sigma-Aldrich ref. N6261).
Ketoconazol, (Sigma-Aldrich ref. K1003).

Clotrimazol, (Sigma-Aldrich ref. C6019).

Protocolo experimental
1) Preparacién de in6culo.

0,5 mL de una suspension de levaduras o esporas ajustada a 10° UFC/mL,
obtenida como en los casos anteriores, se afaden a 50 mL de medio de cultivo

liquido.
2) Preparacion de los farmacos de referencia.

Se prepara una disolucion inicial de cada farmaco de referencia en DMSO a
concentracion de 0,8 mg/mL y, a continuacion, se efectua una disolucién 1:9 en
eppendorf diluyendo en el medio de cultivo liquido estéril. La disolucién obtenida
tiene una concentracion de 80 yg/mL y es la primera de una serie de 12 diluciones
1:1, que se obtienen a continuacion, al adicionar 0,5 mL de la dilucion anterior a un

volumen igual de medio de cultivo liquido estéril.
3) Preparacion de los productos a ensayar.

Se ha preparado una disolucion inicial de 25,6 mg/mL del producto en el
disolvente mas apropiado. Estos disolventes han sido previamente ensayados para
descartar que tengan una actividad antifungica propia. La primera dilucion de la serie
se ha obtenido mediante una dilucion 1:9 en medio de cultivo liquido estéril (2,56

mg/mL), a partir de esta primera dilucién se han realizado 12 diluciones 1:1 que se

64 Tesis Doctoral



Metodologia experimental

han obtenido al adicionar 0,5 mL de la dilucién anterior a un volumen igual de medio

de cultivo liquido estéril.
4) Disposicion de los productos a ensayar en microplacas.

Para la determinacion de la CMI, se emplean microplacas de 12 x 8 pocillos
de fondo plano. En estos dispositivos se puede valorar la actividad antifungica de
hasta cinco sustancias, una por cada fila. Dos filas de las restantes se reservan para
las diluciones de los farmacos de referencia y la ultima se destina a la comprobacién

de la esterilidad del medio de cultivo y del crecimiento del inoculo.

En cada fila de la microplaca se depositan 10 uL de cada dilucién de la serie
de cada sustancia a ensayar y se afiaden 90 pL de medio de cultivo liquido
previamente inoculado. En el paso anterior se ha realizado una dilucién 1:10, por lo
que la concentraciéon en el primer pocillo es de 256 ug/mL para las sustancias a

valorar y de 8 pg/mL para los farmacos de referencia.
5) Incubacién y lectura de los resultados.

La microplaca se incuba a 30 °C durante 48 h. La lectura se realiza por

visualizacién directa de la placa por duplicado.
4.6.6. Concentracion minima fungicida (CMF)

La CMF es una prueba necesaria, ya que si bien la CMI es aquella
concentracion en la que no se observa crecimiento fungico a simple vista, pueden

quedar células viables cuando el producto no es antibiético o antifungico al 100%.

La determinacion de la CMF se puede realizar por extension de las dos
modalidades de la técnica de la CMI, es decir, de la macrodilucion y microdilucion
indistintamente. En nuestro estudio, se ha determinado la CMF por extension de la
microdilucion en medio liquido. El método utilizado es una adaptacion del descrito

por Balows y col. (1991).
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Se asigna la CMF a aquella concentracion que haya inhibido como minimo el

99.99% del crecimiento fungico.

Material y reactivos.

Medio de cultivo: Glucosa Sabouraud Agar (Cultimed-Panreac ref. 413802.1210).
Soporte fisico: placas de Petri, 9 cm de diametro (Rubilabor ref. 812.1480).
Protocolo experimental

Para la determinacion de la CMF, no es necesaria la preparacion de: inoculo,

farmacos de referencia y agentes antimicaoticos.
1) Disposicién de los productos a ensayar en placas de Petri.

Se emplean placas de Petri redondas con un medio sélido adecuado, donde
se siembras en extension 10 uL del contenido del pocillo (microplaca) al que se ha
asignado la CMI. Se siembran ademas las dos concentraciones superiores en otras

dos placas de Petri mas por duplicado.
2) Incubacién y lectura de los resultados.

Las placas se incuban a 30 °C durante 48 h. La lectura se realiza por
visualizacién directa de la placa. La CMF corresponde a la concentraciéon de muestra

de la placa de Petri donde no se observa crecimiento fungico.
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Resultados y discusion

5.1. Screening de actividad antifangica

Para establecer la actividad antifungica de la raiz y rizoma de F. hermonis, se
han obtenido diferentes productos extractivos: el aceite esencial, el extracto acuoso
por decoccidn, y extractos obtenidos con disolventes de polaridad creciente: hexano,
diclorometano, metanol y agua, segun el protocolo descrito en el Capitulo 4. En la
tabla 5.1 se relacionan los productos extractivos preparados a partir del material

vegetal y el rendimiento obtenido para cada uno de ellos.

Producto
extractivo Tipo de extraccion Rendimiento (%)
Aceite esencial Destilacion 1,52 (v/p)
Hexanico Maceracion 13,24 (p/p)
CH.CI, Soxhlet 10,48 (p/p)
MeOH Maceracion 11,48 (p/p)
H,O Decoccién 7,28 (p/p)
Decoccion Decoccidn 22,68 (p/p)

Tabla 5. 1. Tabla de rendimientos de extractos y aceite esencial.

La investigacion preliminar de la actividad antifungica se ha realizado mediante
el ensayo del antifungigrama, segun la técnica descrita en el apartado 4.6.3. En cada
caso, la prueba se ha realizado por triplicado empleando dos dosis de extracto: 5 y
10 mg/disco, frente a cada una de las 8 cepas fungicas indicadas en el apartado
4.6.2. En el caso del aceite esencial se han aplicado 5 y 10 uL/disco. Como farmacos

de referencia se han utilizado nistatina y anfotericina B a la dosis de 20 pg/disco.
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Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5.2. En el caso del aceite
esencial, transcurridas las 48 h de incubacion, se aprecian halos de inhibicién del
crecimiento fungico en el caso de las levaduras y especialmente del dermatofito
Tricophyton mentagrophytes. Para este ultimo, el halo de inhibicion no ha podido ser
medido ya que excedia las dimensiones de la placa, lo cual indica que el aceite
esencial manifiesta una marcada actividad antifungica. Por lo que se refiere a los
extractos, unicamente han mostrado una cierta actividad los extractos metandlico y

acuoso frente a Candida lactis-condensi.

La determinacion de las CMI y CMF evidencia actividad del aceite esencial
frente a todas las cepas ensayadas, con valores comprendidos entre 32 y 128 pg/mL.
La mayor actividad se ha verificado frente a los dermatofitos Tricophyton
mentagrophytes y Microsporum gypseum, este ultimo con valores equivalentes de
CMI y CMF (32 pg/mL). También coincidieron las CMI y CMF para C. lactis-condensi
(64 pg/mL), C. albicans (128 pug/mL) y S. cerevisiae (128 ug/mL). En el caso de T.
mentagrophytes, P. purpurogenum, A. niger y A. fumigatus los valores de CMF
fueron el doble que los de la CMI: 64 y 32, 128 y 64, 128 y 64, y 256 y 128 ug/mL,

respectivamente (véase articulo del apartado 5.2.1).

Contrariamente a los resultados obtenidos con el antifungigrama, en la
determinacion de las CMI y CMF los extractos hexanico y diclorometanico inhiben el
crecimiento de los dermatofitos T. mentagrophytes y M. gypseum, siendo el primero
de ellos la cepa mas sensible con valores de CMI de 32 uyg/mL para ambos extractos
y CMF de 32 uyg/mL en el caso del extracto diclorometanico y de 64 yg/mL en el caso
del hexanico. En cambio, los extractos metandlico y acuoso practicamente no
muestran actividad antifungica, con CMI y CMF =256 ug/mL (ver articulo del apartado
5.3.1.). Ello puede deberse al hecho de que en el ensayo del antifungigrama los
productos ensayados difunden a través del agar de forma diferente segun sea su
polaridad, de modo que en el caso de los mas lipdfilos (extractos hexanico y

diclorometanico) la actividad podria quedar enmascarada (Jacob y Walker, 2005).
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Diametro del halo de inhibicién (mm)

Tipo Extracto Dosis
An Af Pp Tm Cl Ca Sc
, - Sl - - - Nm 20 14 16
Aceite esencial
10 pl - - - Nm 33 18 35
5 mg/disco - - _ _ _ _ _
Decoccioén acuosa
10 mg/disco - - - - - - -
5 mg/disco _ _ _ _ _ _ _
Hexanico
10 mg/disco - - _ _ _ _ _
5 mg/disco - - _ _ _ _ _
Diclorometanico
10 mg/disco - - - - - - -
5 mg/disco R - - - 18 - -
Metandlico
10 mg/disco - - - - 20 - -
5 mg/disco - - _ _ 16 _ _
Acuoso
10 mg/disco _ _ _ - 18 _ _
Farmacos de referencia
Nistatina 20 pg/disco 19 19 21 Nm 28 19 27
Anfotericina B 20 pg/disco 17 15 15 Nm 17 15 16

An: Aspergillus niger; Af: Aspergillus fumigatus; Pp: Penicillium purpurogenum; Tm: Tricophyton mentagrophytes; Cl: Candida
lactis-condensi; Ca: Candida albicans; Sc: Saccharomyces cerevisiae; Nm: No medible; -: No hay actividad a las dosis

ensayadas.

Tabla 5. 2. Resultados del ensayo del antifungigrama del aceite esencial y de los extractos.

Asi pues, la evaluacion de la actividad antifungica de los diferentes productos
extractivos ha permitido seleccionar el aceite esencial y los extractos hexanico y

diclorometanico para profundizar en la investigacion de sus componentes activos.
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5.2. Investigacion del aceite esencial de F. hermonis

Los resultados obtenidos en la investigacion de la composicién quimica y
actividad antifungica del aceite esencial de F. hermonis han sido objeto del articulo
“Composition and antifungal activity of the esential oil from the rhizome and roots of
Ferula hermonis”, publicado en la revista Phytochemistry, que se adjunta en el
apartado 5.2.1.

Como complemento a los resultados publicados, se han determinado una serie
de indices fisicos que completan la caracterizacion del aceite esencial (apartado
5.2.2).

El apartado 5.2.3 reune informacion adicional sobre el analisis y
fraccionamiento del aceite esencial, asi como relativa al aislamiento y caracterizacion

de la estructura de los principios activos.

5.2.1. Composicion y actividad antifungica del aceite esencial de la raiz y

rizoma de F. hermonis

Resumen: El analisis del aceite esencial de las raices y rizoma de Ferula
hermonis Boiss. (Apiaceae) por GC-FID, GC-MS y "C-RMN ha permitido la
identificacion de 79 constituyentes, que representan mas del 90% del total de la
muestra. El componente mayoritario es el a-pineno (43,3%), seguido de a-bisabolol
(11,1%) y un compuesto acetilénico inusual, 3,5-nonadiino (4,4%). La actividad
antifungica del aceite esencial, antes y después de su fraccionamiento por
cromatografia en columna, se ha ensayado frente a diversas levaduras y hongos
filamentosos y dermatofitos. La purificacion de las fracciones activas ha
proporcionado 3,5-nonadiino, a-bisabolol, angelato de jaeschkeanadiol, 6xido de a-
bisabolol B y trans- verbenol, asi como dos fracciones purificadas: una de ellas
(JB73) con 73% de benzoato de jaeschkeanadiol y la otra con 50% de espatulenol.

La determinaciéon de los valores de CMI y CMF de todos estos productos ha
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evidenciado una potente actividad antifungica para JB73 y 3,5-nonadiino. En
particular, frente al dermatofito Tricophyton mentagrophytes, los valores CMI y CMF
han sido de 0,25 yg/mL para JB73 y de 8 pg/mL para el 3,5-nonadiino, siendo el

primero mas activo que los farmacos de referencia, anfotericina B y nistatina.
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The analysis of the essential oil from rhizome and roots of Ferula hermonis Boiss. (Apiaceae) by GC-FID,
GC-MS and >C NMR allowed the identification of 79 constituents, more than 90% of the oil, the major one
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Dermatophytes icin B and nystatin.
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1. Introduction

During the last decades the incidence of fungal infections in hu-
mans, in particular those involving skin and mucosal surfaces, has
increased considerably, especially in tropical and subtropical coun-
tries, dermatophytes and Candida sp. being the most frequent
pathogens. Furthermore, a dramatic increase of cases of immuno-
compromised patients which frequently develop opportunistic
and superficial mycoses has been also reported in the last years
(Pfaller and Diekema, 2007). Fungi produce serious invasive myco-
ses in individuals submitted to organ transplants or antineoplastic
chemotherapy, those with the acquired immunodeficiency syn-
drome (AIDS), extremely aged persons and patients in intensive
care units, among others (Mathew and Nath, 2009). Thus, fungal
diseases have emerged as important public health problems with
a high economic cost. Although several antimycotic drugs are
available at present, its use is limited by a number of factors such
as low potency, poor solubility, drug toxicity and emergence of
resistant strains due in part to their intensive prophylactic use
(Bastert et al., 2001). Therefore, despite the progress in human
medicine, there is a distinct need for the discovery of alternative
new, safer and more effective antifungal agents (Abad et al., 2007).

* Corresponding author. Tel.: +34 93 4024531; fax: +34 93 4035982.

E-mail address: s.canigueral@ub.edu (S. Caiigueral).

0031-9422/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Plants used in Traditional Medicine usually constitute an
important source of new biologically active compounds (Portillo
et al., 2001; Svetaz et al., 2010). Natural products, either as pure
compounds or as standardized plant extracts, provide unlimited
opportunities for new drug leads because of the unmatched avail-
ability of chemical diversity (Cos et al., 2006). In recent years, many
studies on the evaluation of antifungal activities of plant extracts
have been carried out and a number of reports on new antifungal
agents from plants have been reported (Aqil et al., 2010; Freixa
et al., 2001; Portillo et al., 2005; Thevissen et al., 2007). From all
of them, essential oils constitute one of the most promising groups,
not only for their own activity but also because of the synergism
when administered in combination with synthetic drugs, allowing
a dose reduction of the latter (Pyun and Shin, 2006; Rosato et al.,
2008).

The genus Ferula (Apiaceae), known as a good source of biolog-
ically active compounds, comprises about 170 species widely dis-
tributed throughout the Mediterranean area and Central Asia
(Pimenov and Leonov, 1993). Many of them have been employed
since antiquity as sources of scented gum-resins used either for
medicinal or culinary purposes. Several species of Ferula are
appreciated in traditional medicine for the treatment of skin infec-
tions, stomach disorders, fever, dysentery, hysterias and as aphro-
disiac (Al-Yahya et al., 1998; Gamal-Eldeen and Hegazy, 2010).
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Hormonal effects and, more recently, cytotoxic and cancer pre-
venting properties have been also investigated in plants of this
genus (Lhuillier et al., 2005). Some of these activities have been re-
lated to sesquiterpene derivatives, mainly to those of the daucane
type, such as ferutinin (Zanoli et al., 2005; Zavatti et al., 2006), a
potent phytoestrogen which acts as an agonist for both estrogen
receptors (ERa and ERB) (Ikeda et al., 2002).

Particularly, F. hermonis Boiss., a perennial shrub that grows on
the Hermon mountain, between Lebanon and Syria commonly
known as “Shirsh-el-Zallouh” which means hairy root, is used in
the Middle East to improve sexual behaviour in the treatment of
frigidity and impotence (Auzi et al., 2008; El-Taher et al., 2001;
Lev and Amar, 2002). Although some papers dealing on the sesqui-
terpene composition of different extracts (Al-Shae’r et al., 2001;
Auzi et al,, 2008; Diab et al., 2001a,b; Galal, 2000; Galal et al.,
2001; Lhuillier et al., 2005) as well as on its antibacterial and insec-
ticidal activities (Al-Nahar et al., 2006; Al-Shae’r et al., 2001; Galal
et al., 2001; Hilan et al., 2007) have been previously published, lit-
tle is known about the composition of its essential oil and its anti-
fungal activity. Only seven constituents (meaning ca. 61% of the oil)
were identified by Al-Nahar et al. (2006) in a GC-MS analysis of the
essential oil from root, o-bisabolol (23.0%) and a-farnesene (12.7%)
being the major ones. A slight activity against Aspergillus niger, A.
flavus and Fusarium oxysporum was also reported. On the other
hand, Hilan et al. (2007), based on a GC-FID analysis and correla-
tion of the retention times with those of pure standards, showed
o-pinene (31%) as the main constituent of the essential oil from
the root of F. hermonis.

With the aim of searching for new antifungal agents and to
potentiate the use of natural resources, the present work deals
with the study of the essential oil from the rhizome and roots of
F. hermonis, in particular its chemical composition and antifungal
activity against several strains in view of characterising the active
constituents.

2. Results and discussion

The rhizome and roots of Ferula hermonis submitted to hydrodi-
stillation for 3.5 h gave an essential oil yield of 1.5% (v/w). A first

Table 1
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screening of the antifungal activity of the oil by the paper disk agar
diffusion method evidenced antimycotic activity against several
fungi strains, which was confirmed by determination of the MIC
values, ranging from 32 to 128 pg/ml (Table 1). The strongest
activity was demonstrated against the dermatophytes
T. mentagrophytes and M. gypseum, the latter showing the same
MIC and MFC values (32 pg/ml). MIC and MFC were also coincident
for C. lactis-condensi (64 pg/ml), C. albicans (128 pg/ml) and
S. cerevisiae (128 pg/ml). The MFC values for T. mentagrophytes,
P. purpurogenum, A. niger and A. fumigatus were about two-fold
the MIC values.

Bioguided fractionation of the essential oil was performed with
two aims: improvement of the identification of its constituents
through GC-FID, GC-MS and '3C NMR analyses of the fractions ob-
tained, and assessment of the fractions and/or the constituents
responsible for the antifungal activity. Preparative column chro-
matography using silicagel 60 as stationary phase eluted with a
step gradient of hexane-EtOAc afforded 27 fractions.

GC, GC-MS and '>C NMR analysis of the total oil and the frac-
tions obtained by CC allowed the identification of 79 constituents,
meaning more than 90% of the total sample (Table 2). From them,
55 compounds were identified as sesquiterpenes, whereas only 21
were monoterpenes. The major constituent was o-pinene (43.3%),
followed by o-bisabolol (11.1%), compound 1 (4.4%), B-farnesene
(3.2%) and §-cadinene (2%).

The identity of compound 1, which was the major constituent
of the active fraction 10, could not be definitely assigned from
the retention indices, the MS and the '3C NMR spectrum, so further
fractionation was needed in order to isolate this constituent whose
structure was finally elucidated as 3,5-nonadiyne (1). This unusual
acetylenic compound has only been reported twice before, in the
essential oils from the roots of Selinum tenuifolium (Dev et al.,
1984) and Cachrys ferulacea (Dokovic et al., 2004) (Apiaceace)
where it reached percentages higher than 80%. 3,5-Nonadiyne
has been found to selectively inhibit endogenous nitric oxide

Antifungal activity of essential oil from the rhizome and roots of Ferula hermonis and some of its major constituents.

Fungi strains® Samples” Positive controls®
EOFH oP Nd oB oBO tv JA90 JB73 S50 A N K C
Ca. mic? 128 128 >256 64 128 128 128 128 64 1 4 >8 8
MFC® 128 128 >256 64 128 128 >256 128 64 1 2 >8 >8
Cl MIC 64 64 >256 64 64 128 128 128 32 0.5 2 0.25 0.125
MFC 64 64 >256 64 128 128 128 128 64 1 2 0.5 0.25
S.c. MIC 128 128 >256 128 128 128 128 128 128 4 8 0.125 0.125
MEFC 128 128 >256 128 128 128 128 128 128 >8 >8 2 2
T.m. MIC 32 64 8 16 64 32 32 0.25 32 0.5 2 0.25 0.0625
MFC 64 64 8 32 64 32 32 0.25 32 0.5 2 0.25 0.0625
M.g. MIC 32 32 8 16 64 32 32 64 32 1 4 8 0.125
MFC 32 32 16 16 128 32 64 128 32 1 8 >8 0.25
An. MIC 64 128 >256 64 128 128 128 128 64 1 4 >8 2
MEFC 128 128 >256 128 128 128 >256 256 128 1 4 >8 2
Af. MIC 128 128 >256 64 128 128 128 128 64 1 4 8 1
MFC 256 128 >256 128 128 128 >256 256 256 2 4 8 1
P.p. MIC 64 >256 >256 >256 >256 >256 64 >256 32 2 4 4 2
MEFC 128 >256 >256 >256 >256 >256 128 >256 32 8 8 4 2

2 Ca.: Candida albicans; C.l.: C. lactis-condensi; S.c.: Saccharomyces cerevisiae; T.m.: Tricophyton mentagrophytes; M.g.: Microsporum gypseum; A.n.: Aspergillus niger; Af.: A.

fumigatus; P.p.: Penicillium purpurogenum.

Y EOFH: Essential oil of Ferula hermonis; oP: o-pinene; Nd: 3,5-nonadiyne; oB: a-bisabolol; aBO: a-bisabolol oxide B; tV: trans-verbenol; JA90: jaeschkeanadiol angelate

90%; JB73: jaeschkeanadiol benzoate 73%; S50: spathulenol 50%.
€ A: amphotericin B; N: nistatyn; K: ketoconazole; C: clotrimazole.
4 MIC: Minimum inhibitory concentration (pg/ml).
¢ MFC: Minimum fungicidal concentration (pg/ml).
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Table 2

Composition of the essential oil from the rhizome and roots of Ferula hermonis.
Components Retention indices* % Identification methods®

A B C D

o-Pinene 1021 935 111 214 43.4 A B, C,D,EF
Camphene 1052 939 122 216 0.2 A B CD,E
Hexanal 1091 <800 131 116 0.1 A B,CDE
B-Pinene 1102 963 140 230 1.4 A B, C,D,EF
Verbenene 1116 942 150 218 0.4 A B CD,EF
3-Carene 1137 995 165 247 0.4 A B, C,D,EF
B-Myrcene 1159 980 180 239 0.2 A, B,C,D,E
Limonene 1189 1013 201 256 0.2 A B, C,D,EF
p-Cymene 1263 1004 239 251 0.2 A B,CDE
3,5-Nonadiyne 1433 1059 322 278 4.4 A B, C,D,EF
o-Cubebene 1445 1354 328 419 0.2 A B CD,EF
a-Copaene 1476 - 344 - 0.3 A CEF
Daucene 1478 - 345 - 04 A, CEF
o-Gurjunene 1514 1443 361 461 t A B CD,E
v-Gurjunene 1533 1605 369 554 0.3 A B,C,DE
Aristolene 1552 - 379 - 0.2 A CEF
Pinocarvone 1554 1135 381 316 0.2 A, B,C,DEF
cis-o-Bergamotene 1558 - 381 - t A CE
Bornyl acetate 1567 - 388 - t A CE
trans-o-Bergamotene 1575 - 390 - 0.4 A CEF
B-Elemene 1579 1365 391 422 0.3 A B,C,D,E
p-Gurjunene 1584 1369 394 435 0.1 A B, C,D,EF
Terpinen-4-ol 1587 1158 398 321 t A B, CD,EF
Aromadendrene 1590 1400 400 442 1.2 A B,C,DEF
Myrtenal 1611 - 405 - 0.3 A CEF
trans-Pinocarveol 1640 1110 416 303 0.5 A B, CD,EF
cis-Verbenol 1643 - 417 - 0.6 A CEF
trans-p-Farnesene 1660 1433 424 455 3.2 A, B,C,D,EF
trans-Verbenol 1666 1121 426 307 19 A B, CDEF
B-Cubebene 1669 1459 428 467 t CD,E
Y-Muurolene 1676 - 429 - 03 A, CEF
Ledene 1677 - 430 - 0.2 A CEF
o-Terpineol 1684 1169 432 324 t A B, C,D,EF
Verbenone 1686 1167 434 332 1.0 A B, CD,EF
B-Selinene 1704 1452 439 465 0.5 A B,C,D,EF
o-Selinene 1709 1462 442 472 0.4 A B, C,D,EF
o-Muurolene 1713 1466 444 475 03 A B CD,EF
B-Bisabolene 1717 1482 447 483 1.1 A B,CD,EF
Bicyclogermacrene 1717 1462 447 472 1.0 A B,C,D,EF
y-Cadinene 1737 1482 461 483 1.7 A B, CDEF
8-Cadinene 1737 1500 461 491 1.5 A, B,C,D,EF
Selina-3,7(11)-diene 1748 - 469 - t A CEF
ar-Curcumene 1756 1450 472 465 0.6 A B,C,DEF
trans-o-Bisabolene 1756 1522 472 508 0.5 A B,C,DEF
o-Cadinene 1768 - 478 - t A CEF
Myrtenol 1776 - 483 - 03 A CEF
Germacrene B 1800 - - t A E
cis-Calamenene 1808 - 506 - t A CE
trans-Calamenene 1813 - 507 - t A CEF
trans-Carveol 1828 1189 514 342 0.2 A, B,C,D,EF
Thymyl acetate 1847 - 524 - t A CE
o-Calacorene 1891 1515 551 500 0.3 A B CD,EF
o-Copaene-11-ol 2031 - 611 - 0.4 A CE
cis,trans-Farnesol 2037 1539 613 526 0.4 A B, CDE
trans-Dauc-8-en-4p-ol 2039 - 614 - t A CEF
Epicubenol 2041 - 615 - t A CEF
Germacradien-11-ol 2043 - 617 - 0.2 A CEF
Globulol 2045 - 618 - t A CE
Viridiflorol 2050 1549 620 525 0.1 A B, C,D,EF
Cubenol 2065 - 624 - t A CE
Bisabolol oxide 2090 - 641 - 09 A CE
Spathulenol 2100 1542 646 521 1.1 A, B, C,D,EF
o-Bisabolol oxide B 2107 1623 649 564 1.0 A B CD,EF
T-Cadinol 2148 1612 668 559 0.4 A B,CDEF
T-Muurolol 2164 1612 675 563 0.1 A B, CD,EF
o-Bisabolol 2195 1658 693 580 11.1 A B CD,EF
o-Cadinol 2207 - 700 - 0.1 A CEF
B-Eudesmol 2207 - 702 565 t A CD,E
Myristicin 2224 1462 705 502 03 A B CD,E
o-Humulen-10-ol 2280 1618 730 562 13 A B,CD,EF
Jaeschkeanadiol angelate >2300 - 866 - 0.1 CEF
Jaeschkeanadiol >2300 1721 872 609 19 B,C,D,EF
Jaeschkeanadiol benzoate >2300 >2300 >1000 910 1.2 D,EF
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Table 2 (continued)

Components Retention indices* % Identification methods®
A B D

p-Cymene-8-ol® - 1154 325 0.4 B,D,E

v-Selinene® - 1350 417 0.1 B,D,E

Selina-4,11-diene® - - - t F

B-Bisabolol* - - - t F

Cadinadien-8-ol? - - - t F

Selin-11-en-4o-ol¢ - - - t F

Monoterpene hydrocarbons 46.4

Oxygenated monoterpenes 5.5

Sesquiterpene hydrocarbons 15.4

Oxygenated sesquiterpenes 20.7

Others 4.8

Total identified 92.8

Compounds listed by elution order in the polar column except the last six constituents.

t: traces (<0.05%).

2 A: n-Alkane indices in SupelcowaxTM-10; B: n-Alkane indices in SPB-1™; C: FAME indices in Supelcowax™-10; D: FAME indices in SPB-1™.
b Identification methods: E: GC-MS, F: '>*C-NMR analysis of the total oil and/or after fractionation.

© Constituents only detected in the SPB-1™ column.

4 Constituents identified from the '>C NMR shift data after fractionation of the essential oil.

release (ICsp=6.7+0.8 uM) by rat peritoneal macrophages at
doses that do not inhibit T cell proliferation, activity that has been
related to the highly lipophilic nature of the compound (Dokovic
et al., 2004).

It should be noted that some daucane sesquiterpene derivatives
were identified in the essential oil investigated, in particular:
jaeschkeanadiol (ferutinol), jaeschkeanadiol benzoate (teferidin)
and jaeschkeanadiol angelate (2), which were identified from their
MS and '3C NMR spectral data. To our knowledge, in the case of
jaeschkeanadiol angelate (2), it is the first time that this daucane
ester is described in F. hermonis and that its '*C NMR chemical
shifts are reported. This sesquiterpene was firstly isolated from
Ferula elaeochytris (Miski et al., 1983) and later on reported in other
Ferula sp.

A number of papers dealing on the composition of the essential
oils from different plant parts of Ferula sp. can be found in the lit-
erature, from which only two concerned preliminary analysis of
the volatile oil from root of F. hermonis (Al-Nahar et al., 2006; Hilan
et al.,, 2007). Particularly, in the essential oil from roots different
composition patterns have been reported depending on the spe-
cies. In some of them, like in our sample from F. hermonis, the main
constituents identified were monoterpene hydrocarbons, such as
o-pinene in F. penninervis (80.2%) (Goryaev et al, 1971) and
F. hermonis (Hilan et al., 2007) (31%), and B-pinene in F. galbaniflua
(58.8%) (Rustaiyan et al., 2002). Other compounds reported as
major components in the volatile oil from subterranean parts were
oxygenated monoterpenes like methyl thymol (41.2%) in F. oopoda
(Karim et al., 1979), sesquiterpene hydrocarbons such as E-p-farne-

sene (8.4%) and o-zingiberene (6.9%) in F. glauca (Maggi et al.,
2009), sulphur-containing compounds (25.8%) in F. persica (Iran-
shahi et al., 2006) as well as phenylpropanoids like myristicin in
F. oopoda and F. persica (11.2% and 8.9%, respectively) or elemicin
(9%) in F. glauca.

o-Pinene has also been reported as major constituent in the
essential oils from aerial parts of several species of Ferula, particu-
larly from the flowering tops and seeds of F. hermonis (Hilan et al.,
2007).

The agar overlay bioautographic assay of the 27 fractions
showed growth inhibition zones of different intensities in the case
of fraction 2, fraction 10, and from fraction 17-27. In fraction 2 the
activity was directly related to o-pinene, the major constituent of
the oil, whereas 3,5-nonadiyne (1) was the main active constituent
of fraction 10. Table 3 shows the main constituents of the active
fractions 17-27. A new fractionation of a higher amount of essen-
tial oil was needed in order to isolate the major constituents of
these fractions. In this way, a-bisabolol, a-bisabolol oxide B,
trans-verbenol, jaeschkeanadiol angelate (2), and two purified frac-
tions one of them (JB73) with 73% of jaeschkeanadiol benzoate and
the other with 50% of spathulenol were obtained.

The antifungal activities of these constituents, as well as those
of a-pinene and 3,5-nonadiyne (1) were determined against three
yeasts and five filamentous fungi strains. Results are shown in
Table 1. The human pathogen dermathophytes assayed, M. gypse-
um and T. mentagrophytes, were the most sensitive strains, MIC
and MFC values ranging from 0.25 to 128 pg/ml. The most active
products were found to be JB73, 3,5-nonadiyne (1) and a-bisabolol.

The most potent activity was demonstrated by JB73 against
T. mentagrophytes, with the same MIC and MFC values of
0.25 pg/ml, equivalent to that one of ketoconazole (0.25 pg/ml)
and superior to amphotericin B (0.5 pg/ml) and nystatin (2 pg/
ml). On the contrary, the activity of this constituent against M. gyp-
seum was quite lower, with MIC and MFC values of 64 and 128 pg/
ml, respectively. Both dermatophytes were highly sensitive to
3,5-nonadiyne whose MIC and MFC’s for T. mentagrophytes were
8 ng/ml, whereas in the case of M. gypseum MFC value was about
two-fold the MIC value (8 and 16 pg/ml, respectively). 3,5-Nonad-
iyne did not show any activity against the other strains assayed. In
the case of a-bisabolol, fungicidal and fungistatic activity against
both dermatophyte strains was exhibited between 16 and
32 pg/ml.

o-Pinene, o-bisabolol oxide B, trans-verbenol, jaeschkeanadiol
angelate (2) and the fraction with 50% spathulenol evidenced a
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Table 3
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Main constituents (percentages > 1%) of the active fractions of the essential oil from the rhizome and roots of Ferula hermonis.

Constituents % in Fractions

17 18

20

21 22 26

cis-Verbenol

Unidentified oxygenated monoterpene
trans-Pinocarveol
trans-Verbenol
Verbenone
p-Mentha-1,5-dien-8-ol
Myrtenol

trans-Carveol
o-Copaene-11-ol
Germacradien-11-ol
Globulol

Viridiflorol

Spathulenol

a-Bisabolol oxide B
T-Cadinol

T-Muurolol

o-Bisabolol

o-Cadinol

B-Eudesmol
Cadinadien-8-ol
Selin-11-en-4ot-ol
Unidentified oxygenated sequiterpene
o-Humulen-10-ol
Jaeschkeanadiol
Jaeschkeanadiol benzoate
Total

68.5
19.6

333

22.7

76.5

moderate activity against T. mentagrophytes and M. gypseum with
MIC and MFC values ranging from 32 to 64 pg/ml, except in the
case of o-bisabolol oxide B whose MFC against M. gypseum was
128 pg/ml. These values were comparable to the ones exhibited
by the total essential oil against the same strains.

Furthermore, the MIC value against C. lactis-condensi and the
MIC and MFC values against P. purpurogenum for the fraction with
50% spathulenol were 32 pg/ml.

The MIC and MFC values determined against the other fungi
strains assayed ranged between 64 and >256 pg/ml, P. purpuroge-
num being the most resistant strain.

3. Conclusion

In conclusion, the composition and antifungal activity of the
essential oil from Ferula hermonis evidence this species as a poten-
tial source of interesting antifungal agents. The exhaustive analysis
of the essential oil combined with successive bioguided fractiona-
tions afforded different active products among which 3,5-nonad-
iyne (1), a-bisabolol and a fraction with 73% jaeschkeanadiol
benzoate were the most active against the dermathophytes
M. gypseum and T. mentagrophytes. Particularly, the fraction with
the latter compound showed the strongest activity with MIC and
MFC values superior or equivalent to those of the positive controls.

4. Experimental
4.1. General experimental procedures

Silica gel 60 (35-70 um, SDS, France) was used for preparative
column chromatography (CC), Sephadex® LH-20 (Pharmacia
Biotech, Sweden) was used for separation and purification on CC
and precoated silica gel 60 Fys4 plates (SDS, France) were used
for TLC.

NMR spectra of 1 were recorded in CDCls, on a Varian VNMRS
400 MHz spectrometer using tetramethylsilane (TMS) as internal

standard. MS were obtained with Agilent Technologies 5973 and
5975 Inert XL mass spectrometers.

NMR spectra of the essential oil and fractions were recorded on
a Bruker AVANCE 400 Fourier Transform spectrometer, equipped
with a 5mm probe, in deuterated chloroform, with all shifts
referred to internal TMS.

Sabouraud dextrose agar (Panreac, Spain) and Sabouraud
dextrose broth (Adsa, Spain) were used as culture media for the
antifungal assays. Sterile paper disks were provided by Difco
(diameter: 13 mm, Ref. 1571-33). Nystatin, amphotericin B,
ketoconazole and clotrimazole were purchased from Sigma
Chemical (USA).

4.2. Plant material

Air-dried rhizome and roots of Ferula hermonis Boiss. (Apiaceae)
were provided by The Jordanian Pharmaceutical Manufacturing Co.
(Naor, Jordan). Voucher specimens were identified and deposited
at the Herbarium of the University of Barcelona under No. BCN
51579.

4.3. Isolation of the essential oil

The essential oil was obtained by hydrodistillation of plant
material for 3.5 h, using a Clevenger apparatus, according to the
standard procedure described in the European Pharmacopeia
(Council of Europe, 2007). It was as dried over anhydrous Na,SOy4,
filtered and stored at 4 °C till use.

4.4. Fractionation of the essential oil

Essential oil (3.3 g) of F. hermonis were submitted to fraction-
ation by preparative column chromatography of silicagel 60
(60 x 4.5cm) eluted with a gradient of hexane-EtOAc from
(100:0) to (50:50). Twenty-seven fractions were obtained and sub-
mitted to GC-FID, GC-MS and '>C NMR analyses as well as to anti-
fungal assays.
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4.5. Isolation and identification of 3,5-nonadiyne (1)

Successive (3x) fractionation of 10.1 g of essential oil through
silicagel 60 eluting with a gradient of hexane-EtOAc from (100:0)
to (50:50), followed by final purification through Sephadex® LH-
20 eluted with hexane-CH,Cl, (50:50), afforded 17.8 mg of the un-
known compound 1 which represented 4.4% of the total essential
oil.

Structure elucidation of 1 was achieved using standard spectro-
scopic techniques: 'H NMR, '*C NMR, DEPT, EI-MS and CI-MS. For
complete assignments of 'H and '>C NMR signals, COSY, HMBC and
HSQC 2D-NMR methods were applied.

4.6. Isolation of major constituents of active fractions

Essential oil (20 g) of F. hermonis were fractionated over silica-
gel 60 (45 x 8 cm) using hexane-EtOAc from (100:0) to (50:50)
as mobile phase affording 28 fractions which were analyzed by
GC and GC-MS.

Fractions 12-14 were joined (1.56 g) and submitted to fraction-
ation through silicagel (80 x 1.4 cm) with hexane: EtOAc from
(100:0) to (50:50) yielding 748.3 mg of a-bisabolol.

Fractions 15-19 (585.5 mg) were chromatographed over silica-
gel (100 x 2 cm) with the same gradient as above. Ten fractions
were obtained, from which fraction III afforded 8 mg of jaeschke-
anadiol angelate (2). Fraction V (6.2 mg) was mainly constituted
by spathulenol (50.5%) and T-muurolol (29%). Successive fraction-
ation of fractions VI and VII (154 mg) over silicagel eluting with
CH,Cl, gave 15.2 mg of a-bisabolol oxide B and a fraction (JB73,
16.2 mg) with 73% of jaeschkeanadiol benzoate, 16% of a-bisabolol
oxide B and 10% of eudesmol.

Finally, fraction 21 (420 mg) gave, after successive fractionation
over silicagel (70 x 1 cm) using CH,Cl, as mobile phase, 16.7 mg of
trans-verbenol.

Prior to the GC-FID and GC-MS analyses, as well as to the anti-
fungal assays, all products were submitted to a final purification
over Sephadex® LH-20 eluting with hexane.

4.7. GC-FID and GC-MS analysis

The essential oil and its fractions were analysed by GC-FID and
GC-MS using two fused silica capillary columns (60 m x 0.25 mm
i.d.; 0.25pum film thickness) of different stationary phases:
Supelcowax™ 10 and SPB-1™. GC-FID analyses were performed
on a Hewlett-Packard 6890 instrument, equipped with a HP Chem-
Station data processor software, using the following analytical con-
ditions: carrier gas, Helium; flow rate, 1 ml/min; oven temperature
programmed from 50 °C (initial isotherm of 8 min) to 120 °C (iso-
therm of 10 min) and to 230 °C (final isotherm of 17 min) at 4 °C/
min; injector temperature, 250 °C; detector temperature, 270 °C;
split ratio 1:80. The complexity of the composition of the essential
oil, mainly of the sesquiterpene fraction, required a two step oven
temperature program in order to achieve a good resolution, avoid-
ing overlapping of the peaks as far as possible. The essential oil was
injected undiluted (0.1 pl). Mass spectra were obtained with a
computerized system constituted by a GC Hewlett-Packard 6890
coupled to a mass selective detector Hewlett-Packard 5973N,
using the same analytical conditions as above. MS was operated
in the EI mode at an ionizing voltage of 70 eV over an m/z range
from 35 to 400 amu.

4.8. 13C NMR analysis of the essential oil and fractions
13C NMR spectra of the essential oil or the fractions obtained by

column chromatography were recorded with the following param-
eters: pulse width =4 ps (flip angle 45°); acquisition time=2.7 s

for 128 K data table with a spectral width of 25,000 Hz
(250 ppm); CPD mode decoupling; digital resolution = 0.183 Hz/
pt. The number of accumulated scans was 3000 for each sample
(20-40 mg of the sample depending of the available amount, in
0.5 mL of CDCls).

4.9. Identification and quantification

Identification of components was achieved from the data ob-
tained from the analyses of the essential oil and the column chro-
matography fractions by means of:

(a) Comparison of their GC linear retention indices (RI) in two
stationary phases, determined in relation to a homologous
series of n-alkanes (8-23 carbons) and a homologous series
of fatty acid methyl esters (FAME indices), with those of
authentic compounds or literature data.

(b) Comparison of fragmentation patterns in the mass spectra
with those stored in our own library or in the GC-MS mass
spectral ibrary.

(c) Comparison of the signals in the >*C NMR spectra of the
essential oil and fractions with those of reference spectra
compiled in the laboratory spectral library, with the help
of a laboratory-made software (Tomi and Casanova, 2006).

Quantification of each compound was performed on the basis of
their GC peak areas on the two columns, using the normalisation
procedure without corrections for response factor.

4.10. Spectral data of jaeschkeanadiol angelate (2)

13C NMR (CDCl5): 6 15.81 (C-4'), 17.46 (C-13), 18.51 (C-12),
20.12 (C-15, 5'), 26.45 (C-14), 31.61 (C-3), 37.03 (C-11), 40.95,
41.30, 41.52 (C-2,7,10), 43.38 (C-1), 59.94 (C-5), 70.35 (C-6),
86.21 (C-4), 125.20 (C-9), 127.84, 138.93 (C-2,3'), 133.56 (C-8),
168.35 (C-1'). EIMS (GC-MS) 70 eV, m/z (rel. int.): 277 [M-CsH,]"
(26), 220 [M-CsH,0,-H]* (3), 177 [M-C3H,-CsH,0,-H]* (99),
159 [M-CsH,—CsH;0,-H-H,0]" (90), 134 (58), 121 (40), 83
[CsH,0]* (100), 55 [CsH,0-CO]* (62).

4.11. Antifungal activity

The antifungal activity of the essential oil as well as of its frac-
tions and major constituents was assayed against several yeasts
and filamentous fungi strains.

4.11.1. Microorganisms, growth conditions, and preparation of fungal
inocula

Aspergillus fumigatus CECT 2071, A. niger CECT 2574, Candida
albicans CECT 1394, C. lactis.condensi CECT 1075, Microsporum
gypseum CECT 2908, Penicillium purpurogenum CECT 20436, Saccha-
romyces cerevisiae CECT 1324 and Trichophyton mentagrophytes
CECT 2795 were provided by the Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT), Valencia, Spain. Strains were grown on Sabouraud
dextrose agar plates for 24 h at 30 °C. Cell suspensions of yeasts
in sterile NaCl 0.9% were adjusted at 0.5 McFarland to obtain
approximately 10% CFU/ml. Spore suspensions of dermatophytes
were adjusted at 10° CFU/ml by plating 10 pl of 4- and 5-times
serially diluted suspensions and counting germinated spores/
dilution.

4.11.2. Paper disk-agar diffusion method

Antimycotic activity the essential oil of F. hermonis was first
evaluated by the paper disk-agar diffusion method (Barry and
Thornsberry, 1991). Test plates (diameter: 15 cm) were prepared
with Sabouraud dextrose agar medium and inoculated in surface
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with a cell suspension in sterile dissolution of 0.9% saline in the
case of yeasts, and with a spore suspension in Tanquay buffer in
case of filamentous fungi. In both cases, the concentration was ad-
justed to 10° CFU/ml.

Sterile paper disks impregnated with 100 pl of extract dilutions
at concentrations of 50 and 100 mg/ml, as previously reported
(Portillo et al., 2001), or with 20 pl of a solution of 1 mg/ml of
amphotericin B or nystatin as standard compounds, were applied
over the test plates. The diameters of the growth inhibition zones
around each disk were measured after incubation at 30°C for
48 h. For each extract, 3 replicate trials were conducted against
each fungus.

4.11.3. Overlay bioautographic method

A bioautographic agar overlay method was used for the detec-
tion of the antifungal activity of the fractions (Rahalison et al.,
1991). Developed TLC plates of each fraction on precoated silica
gel 60 Fys4 plates eluted with hexane-EtOAc (6:4) and (9:1) or
CH,Cl;:MeOH (98:2) were placed over an inoculated Sabouraud
dextrose agar medium (test plates dimensions: 12 x 12 cm), dur-
ing 1 h at 4 °C. After removing TLC, test plates were incubated at
30°C for 48 h to visualize growth inhibition. Assays were per-
formed against T. mentagrophythes and M. gypseum.

4.11.4. Minimal inhibitory concentration (MIC)

The MIC was determined by a standard two-fold dilution tech-
nique (Murray et al., 1999). Sabouraud dextrose broth was used as
medium for yeasts and dermatophytes.

Samples were first dissolved in dimethylformamide (2.56 mg/
ml) and the fungistatic activity was determined by measuring
the minimum inhibitory concentration (MIC) from diluted aqueous
samples of 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 and 0.125 pg/ml.
All the experiments were performed in triplicate and the results
expressed as mean values. Nystatin, amphotericin B, ketoconazole
and clotrimazole were included (at an initial concentration of
0.8 mg/ml) as positive antifungal controls.

4.11.5. Minimal fungicidal concentration (MFC)

The MFC was established technically by extending the MIC
(microdilution method) (Balues et al., 1991). Mixtures of the fun-
gus with samples which in MIC studies showed no visible growth
in the last three wells after 48 h of incubation were subcultured
onto Sabouraud dextrose agar medium plates using an inoculum
of 0.01 ml. Plates were incubated at 37 °C for 48 h. The MFC was re-
garded as the lowest concentration that prevented the growth of
any fungal colony on the solid medium.
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5.2.2. indices fisicos
a) Densidad relativa

La media de la densidad relativa determinada ha sido: 0,866+0,001.

b) indice de refraccién

El indice de refraccion medido para el aceite esencial ha sido: 1,490+0,007.
c) Rotacién éptica

La rotacion optica ha sido: +32,40+1,39.

5.2.3. Fraccionamiento del aceite esencial y caracterizacion de los principios

activos

El analisis preliminar del aceite esencial de la raiz y rizoma de F. hermonis por
GC-FID y GC-MS muestra un perfil complejo (figura 5.1.) con abundancia de picos
correspondientes a sesquiterpenos, en especial oxigenados, en el ultimo tercio del

cromatograma.

Por este motivo, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el screening
de actividad antifungica, se ha realizado un fraccionamiento biodirigido del aceite

esencial con dos objetivos principales:

- Profundizar en la identificacién de sus constituyentes a partir de los analisis
GC-FID, GC-MS y "*C-RMN de las fracciones obtenidas.
- Caracterizar las fracciones y/o compuestos responsables de la actividad.
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Figura 5. 1. Perfil cromatografico (GC-FID; columna: Supelcowax  10) del aceite esencial de F. hermonis .

HM: Hidrocarburos monoterpénicos, HS: hidrocarburos sesquiterpénicos, MO: Monoterpenos oxigenados y

SO: Sesquiterpenos oxigenados
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En resumen, a partir de 3,3 g de aceite esencial sometidos a cromatografia en

columna clasica de silicagel eluyendo con un gradiente de hexano:AcOEt (100:0) —

(50:50) se han obtenido 27 fracciones (figura 5.2.). El analisis exhaustivo de las

mismas, asi como del aceite esencial total, por GC-FID, GC-MS y "*C-RMN ha

permitido identificar 79 componentes que corresponden a mas del 90% del total de la

esencia. De ellos, 55 (36.1%) son sesquiterpenos y unicamente 21 (51,9%) son

monoterpenos. ElI componente mayoritario es el a-pineno (43,3%), seguido de a-

bisabolol (11,1%), compuesto 1 (4,4%) y B-farneseno (3,2%) (véase apartado 5.2.1).
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Figura 5. 2. Fraccionamiento del aceite esencial de F. hermonis.
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Aislamiento e identificacion del compuesto 1 AE

Uno de los constituyentes del aceite esencial, compuesto 1 AE (4,4%), que
resultd ser el componente mayoritario de la fraccion 10, no pudo ser identificado a
partir de sus indices de retencion, espectro de masas y de 3C-RMN. Por ello, ha sido

necesario efectuar un nuevo fraccionamiento de la esencia (figura 5.3.) con el fin de

aislarlo y elucidar su estructura.

G50 T’J’—!
Dhizsndacion
1 M

Eibrasion con Mg, 20 anh

L
10 71 q AE-RFH

La estructura de 1 AE (figura 5.4.) ha podido ser establecida a partir de sus
espectros de EI-MS (figura 5.5.), "H-RMN (figuras 5.6. y 5.7.), ">*C-RMN (figuras 5.8.
y 5.9.), DEPT (figura 5.10.), COSY H,H (figura 5.11.), HSQC (figura 5.12.), HMBC
(figura 5.13.), siendo identificada como el 3,5-nonadiino. En la tabla 5.3. se muestran

los datos de RMN del compuesto 1 AE y los descritos en la bibliografia para el 3,5-
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Figura 5. 3. Aislamiento del compuesto 1 AE

nonadiino.
2 4 & £
Figura 5. 4. Estructura quimica del 3,5-nonadiino.
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Figura 5.6. Espectro de 'H-RMN (400 MHz, CHCls-d, 25 °C) del compuesto 1 AE

88 Tesis Doctoral



Resultados y discusion

03 22 01 00 -0l

Lo 09 08 07 OB 05 Q4

|
l
1.2 1.1

H
Hs
|
1§ 17 16 15 14 1.3
Fi [ppm])

(]

2.0

H, + Hy

28 27 26 25 24 23 22 11

Figura 5.7. Espectro de "H-RMN (400 MHz, CHCls-d, 25 °C) del compuesto 1 AE. Ampliacién rangos de

desplazamientos quimicos de 0 a 3,0 ppm.
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Figura 5.8. Espectro de ¥C-RMN (400 MHz, CHCIs-d, 25 °C) del compuesto 1 AE.
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Figura 5.12. Espectro de HSQC (400 MHz, CHClIs-d, 25 °C) del compuesto 1 AE. Ampliacién rangos de
desplazamientos quimicos de 0 a 3,0 ppm y de 0 a 90,0 ppm.
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Compuesto 1AE 3,5-Nonadiino
3 Bcs
Ne | Bcs | DEPT | 'H& (mult,int., J (Hz) ne 'H & (mult., int., J (Hz))
3 |7861| Cq - 6 78,33 -
6 77,50 Cq - 3 77,26
4065 | 65,29 Cq - 465 65,3
4065 | 64,65 Cq - 564 64,6

8 21,82 | CH; 1,55 (sext, 2H, J=7,3 Hz) 762 | 21,8 2,23 (tt, 2H, J41=7,3, J=1,1 Hz)

7 21,16 | CH2 2,20 - 2,35 (m, 4H) 267 | 21,0 2,26 (tq, 2H, J1=7,4, J>=1,1 Hz)
1 13,45 | CHs 1,15 (t, 3H, J=7,6 Hz) 9 13,3 1,15 (t, 3H, J=7,4 Hz)
9 13,41 | CHs 0,99 (t, 3H, J=7,4 Hz) 1 13,3 0,99 (t, 3H, J=7,3 Hz)
2 12,89 | CH: 2,20 - 2,35 (m, 4H) 8 12,8 1,55 (sx, 2H, J=7,3 Hz)

Tabla 5. 3. Datos espectrales en RMN ('H 400 MHz, "*C 400 MHz, CHCls -d, 25°C, & en ppm) del
compuesto 1 AE y del 3,5-nonadiino (Dokovic et al 2004)

El 3,5-nonadiino es un compuesto acetilénico poco usual que so6lo ha sido
descrito dos veces en la naturaleza, en los aceites esenciales de las raices de dos
Apiaceas: Selinum tenuifolium (Dev et al., 1984) y Cachrys ferulacea (Dokovic et al.,
2004), en los cuales llega a alcanzar porcentajes superiores al 80% del total de la
esencia. Se trata de un inhibidor selectivo de la liberacion de 6xido nitrico en
macrofagos peritoneales de rata, a dosis que no inhiben la proliferacion de las
células T. Esta actividad ha sido relacionada con su marcado caracter lipdfilo
(Dokovic et al., 2004).
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Estudio de la actividad de las fracciones por bioautografia y caracterizacion de

los compuestos activos

El ensayo de bioautografia de las 27 fracciones frente a los hongos T.
mentagrophytes y M. gypseum evidencié zonas de inhibicion del crecimiento en el

caso de la fraccion 2, de la fraccion 10 y de las fracciones 17 a la 27.

En la figura 5.14. se muestran las imagenes de los resultados obtenidos. En
ella aparecen en el extremo izquierdo las placas de cromatografia en capa fina
reveladas con el reactivo de Godine y a su derecha, en la misma fila, las
correspondientes bioautografias frente a T. mentagrophytes y M. gypseum. En estas
ultimas, las zonas de inhibicion de crecimiento fungico que se apreciaron a las 48 h
de incubacion aparecen marcadas con rotulador. Cabe sefialar que las fotografias se
tomaron a las 144 h, observandose que, a pesar del tiempo transcurrido, en la

mayoria de las placas la actividad antimicotica se mantiene en mayor o menor grado.

En la fraccion 2 la actividad se encuentra directamente relacionada con el a-
pineno que es el componente mayoritario del aceite esencial, en tanto que el 3,5-

nonadiino (1 AE) resulto ser el principal constituyente activo de la fraccion 10.

La tabla 3 del articulo (véase apartado 5.2.1) muestra los componentes
mayoritarios de las fracciones activas 17 a 27, identificados a partir de su analisis por
GC-FID, GC-MS y "*C-RMN. Con el objetivo de aislarlos y poder ensayar su actividad
antifungica, se ha efectuado un nuevo fraccionamiento del aceite esencial de la raiz
de F. hermonis. En esta ocasion, se ha partido de 20 g de esencia, los cuales tras
sucesivos fraccionamientos han permitido aislar a-bisabolol (748,3 mg), angelato de
jaeschkeanadiol (8 mg), 6xido de a-bisabolol B (15,2 mg), trans-verbenol (16.7 mg) y
dos fracciones purificadas, una de ellas con 73% de benzoato de jaeschkeanadiol
(JB73; 16,2 mg) y otra con un 50% de espatulenol (6,2 mg) (ver figura 5.2.).La
actividad antifungica de todos los compuestos aislados y fracciones purificadas se ha

caracterizado a partir de la determinaciéon de los valores de CMI y CMF frente a
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diferentes cepas de hongos, entre los cuales se incluyen tanto levaduras como

hongos filamentosos y dermatofitos.

No. CCF Bioautografia T.m. Bioautografia M.g.
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4
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6
7 iﬁ*"ﬁén

Figura 5. 14. Bioautografias de AE-RFH y sus fracciones (F2-F27) frente a Trichophyton mentagrophytes
(Tm) y Mycrosporum gypseum (Mg).

CCF 1: 3 L, 2 yL, 1 pyL de AE-RFH y 1 pL a-pineno. CCF 2: 1 uL de AE-RFH, F2, F3y F4. CCF 3: 1 uyL de
AE-RFH, F8, F10-1 y F10-2. CCF 4: 1 pyL de AE-RFH, a-pineno, F13, F14 y F15. CCF 5: 1 uL de AE-RFH,
F16, F17, F18, F19. CCF 6: 1 uL de AE-RFH, F20, F21, F22, F23. CCF 7: 1 uL de AE-RFH, F24, F25, F26,
F27. Fase movil CCF 1y 2: Hexano 100%; CCF 3 a 7: Hexano:AcOEt (8:2). Revelado: Reactivo Godine.
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Los resultados y discusidn se muestran en el apartado 5.2.1. En resumen, los
productos mas activos son JB73, 3,5-nonadiino y a-bisabolol. La actividad mas
potente corresponde a JB73 frente a T. mentagrophytes, con CMI y CMF de 0,25
Mg/mL, equivalentes a las del ketoconazol e inferiores a las de la anfotericina B (0,5
Mg/mL) y nistatina (2 pg/mL). Por el contrario, la actividad de JB73 frente a M.
gypseum es menor, con valores de CMIl y CMF de 64 y 128 ug/mL, respectivamente.
Ambos dermatofitos son altamente sensibles al 3,5-nonadiino, cuyas CMI y CMF
para T. mentagrophytes son de 8 pg/mL, mientras que en el caso de M. gypseum el
valor de la CMF fue el doble que el de la CMI (16 y 8 ug/mL, respectivamente). El a-
bisabolol, por su parte, muestra actividad fungicida y fungistatica frente a las dos

cepas de dermatofitos entre 16 y 32 ug/mL.

Entre los otros productos activos, sobresale la fraccion con 50% de
espatulenol cuyas CMI frente a C. lactis-condensi y CMI y CMF frente a P.

purpurogenum son de 32 ug/mL.

Es la primera vez que se describe actividad antifungica para el 3,5-nonadiino,

el benzoato de jaeshkeanadiol y el angelato de jaeschkeanadiol.
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5.3. Investigacion de los extractos hexanico y diclorometanico

Los resultados obtenidos en la investigacion de los extractos activos hexanico
y diclorometanico han sido publicados en “Antifungal compounds from the rhizome
and roots of Ferula hermonis” en la revista Phytotherapy Research, articulo que se
adjunta en el apartado 5.3.1. En el apartado 5.3.2 se incluye informacién adicional
sobre el fraccionamiento de los extractos y la elucidacién de la estructura de los

compuestos activos.

5.3.1. Compuestos antifungicos de los extractos

Resumen: La actividad antifungica de los extractos hexanico, diclorometanico,
metandlico y acuoso de las raices y rizoma de Ferula hermonis Boiss. se ha
ensayado in vitro mediante el método del antifungigrama frente a un panel de hongos
oportunistas patdogenos humanos. Entre ellos, los extractos hexanico vy
diclorometanico han mostrado la mayor actividad, en particular, frente a los
dermatofitos Microsporum gypseum y Tricophyton mentagrophytes, asi como frente a
la levadura Candida lactis-condensi. El fraccionamiento biodirigido de ambos
extractos, utilizando el método de la bioautografia, ha conducido al aislamiento de
dos compuestos con actividad antifungica que han sido identificados como p-
hidroxibenzoato de jaeschkeanadiol (ferutinina) y benzoato de jaeschkeanadiol
(teferidina), dos ésteres sesquiterpénicos derivados del daucano. La determinacion
de los valores de CMI y CMF de ambos compuestos ha evidenciado una actividad
antifungica mas potente para la ferutinina que para la teferidina. Particularmente, T.
mentagrophytes ha resultado ser la cepa mas sensible con valores de CMI y CMF

comprendidos entre 8 y 256 ug/mL.
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Antifungal Compounds from the Rhizome and
Roots of Ferula hermonis
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The antifungal activity of hexane, dichloromethane, methanol and aqueous extracts from the rhizome and root of
Ferula hermonis was assayed in vitro by the agar disk diffusion method against a panel of human opportunistic
and pathogenic fungi. Among them, the hexane and dichloromethane extracts showed the highest activity
particularly against the dermatophytes Microsporum gypseum and Tricophyton mentagrophytes as well as the
yeast Candida lactis-condensi. Activity-guided fractionation of both extracts using an agar overlay bioauto-
graphic method led to the isolation of two antifungal compounds which were identi ed as the daucane aryl esters
jaeschkeanadiol p-hydroxybenzoate (ferutinin) and jaeschkeanadiol benzoate (teferidin). Determination of
minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal fungicidal concentration (MFC) values of both compounds
evidenced a stronger antifungal activity for ferutinin than for teferidin. Particularly, 7. mentagrophytes was the
most sensitive strain with MIC and MFC values ranging from 8 to 256 pg/mL. Copyright © 2012 John Wiley
& Sons, Ltd.

Keywords: Ferula hermonis; jaeschkeanadiol p-hydroxybenzoate; jaeschkeanadiol benzoate; antifungal activity; dermatophytes.

INTRODUCTION

Fungal diseases have emerged as important public
health problems with a high economic cost. Fungal
infections in humans, in particular those involving skin
and mucosal surfaces, have increased considerably in
the last decades, especially in tropical and subtropical
countries, dermatophytes and Candida sp. being the
most frequent pathogens. Furthermore, a dramatic
increase of cases of immunocompromised patients
which frequently develop opportunistic and superficial
mycoses has been also reported in the last years (Pfaller
and Diekema, 2007).

Although at present several antimycotic drugs are
available, its use is limited by a number of factors such
as low potency, poor solubility, drug toxicity and emer-
gence of resistant strains due in part to their intensive
prophylactic use (Bastert ez al., 2001). Therefore, despite
the progress in human medicine, there is a distinct need
for the discovery of alternative new, safer and more
effective antifungal agents (Abad et al., 2007).

Natural products, either as pure compounds or as stan-
dardized herbal extracts, provide unlimited opportunities
for new drug leads because of the unmatched availability
of chemical diversity (Cos et al., 2006). In recent years,
many studies on the evaluation of antifungal activities
of plant extracts have been carried out, and a number of
reports on new antifungal agents from plants have been
reported (Lang and Buchbauer, 2012; Abad et al., 2007).

* Correspondence to: Salvador Caiiigueral, Unitat de Farmacologia i
Farmacognosia, Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona, Av.
Joan XXIII, s/n, ES-08028 Barcelona, Spain.

E-mail: s.canigueral@ub.edu

Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.

The genus Ferula (Apiaceae), known as a good
source of biologically active compounds, comprises
about 170 species widely distributed throughout the
Mediterranean area and Central Asia. Many of them
have been employed since antiquity as sources of
scented gum-resins used either for medicinal or culinary
purposes. Several species of Ferula are appreciated in
traditional medicine for the treatment of skin infections,
stomach disorders, fever, dysentery, hysterias and as
aphrodisiac (Al-Yahya et al., 1998; Gamal-Eldeen and
Hegazy, 2010). Hormonal effects and, more recently,
cytotoxic and cancer preventing properties have been
also investigated in plants of this genus (Lhuillier et al.,
2005; Poli et al., 2005). Some of these activities have
been related to sesquiterpene derivatives, mainly to
those of the daucane type, such as ferutinin (Zanoli
et al., 2005; Zavatti et al., 2006), a potent phytoestrogen
which acts as an agonist for both estrogen receptors,
ERa and ERp (Ikeda et al., 2002).

Particularly, E hermonis Boiss. (in some papers
referred as E harmonis), a perennial shrub that grows
on the Hermon mountain, between Lebanon and Syria,
commonly known as Shirsh-el-Zallouh’ which means
hairy root, is used in the Middle East to improve sexual
behavior in the treatment of frigidity and impotence
(Auzi et al., 2008; El-Taher et al., 2001; Lev and Amar,
2002). Although some papers dealing on the sesquiter-
pene composition of different extracts (Al-Sha’er et al.,
2001; Auzi et al., 2008; Diab et al., 2001a, 2001b; Galal,
2000; Galal et al., 2001; Ibraheim et al., 2011; Lhuillier
et al.,2005) as well as on its antibacterial and insecticidal
activities (Al-Nahar er al., 2006; Al-Sha’er et al., 2001;
Galal et al., 2001; Hilan et al., 2007; Ibraheim et al.,
2011) have been previously published, little is known
about its antifungal activity.

Received 15 February 2012

Revised 07 June 2012
Accepted 17 July 2012



912 A.-H. AL-JA’FARI ET AL.

With the aim of searching for new antifungal agents
and to potentiate the use of natural resources, we re-
cently report on the composition and antifungal activity
of its essential oil against several yeasts and filamentous
fungi. Particularly, a purified fraction with 73% of
jaeschkeanadiol benzoate and the constituent 3,5-nonadiyne
evidenced strong antifungal activity against the dermato-
phyte 7. mentagrophytes (Al-Ja’fari et al., 2011).

In order to further investigate on the antimycotic con-
stituents of this species, the activity of different extracts
from the rhizome and roots of F hermonis was assayed
against a panel of human opportunistic and pathogenic
fungi, and a bioguided fractionation was performed to
characterize the active fractions and/or constituents.

MATERIALS AND METHODS

General experimental procedures. Silica gel 60 (35-70
um, SDS, France) and Sephadex® LH-20 (Pharmacia
Biotech, Sweden) were used for preparative column
chromatography. Precoated silica gel 60 F,s4 plates were
used for analytical thin layer chromatography (TLC)
(SDS, France) and for preparative TLC (20 x 20 cm; 2
mm thickness; Merck, Germany).

NMR spectra of 1 and 2 were recorded in CDCl3, on a
Varian VNMRS 400 MHz spectrometer using tetra-
methylsilane (TMS) as internal standard. MS were
obtained with Agilent Technologies 5973 and 5975 Inert
XL mass spectrometers.

Sabouraud dextrose agar (Panreac, Spain) and
Sabouraud dextrose broth (Adsa, Spain) were used as
culture media for the antifungal assays. Sterile paper
disks were provided by Difco (diameter: 13 mm, ref.
1571-33). Nystatin, amphotericin B, ketoconazole and
clotrimazole were purchased from Sigma Chemical
(USA).

Plant material. Air-dried rhizome and roots of Ferula
hermonis Boiss. (Apiaceae) were provided by The Jor-
danian Pharmaceutical Manufacturing Co. (Naor, Jor-
dan). Voucher specimens were identified and deposited
at the Herbarium of the University of Barcelona under
No. BCN 51579.

Preparation of extracts. Powdered air-dried plant
material was successively submitted to extraction with
increasing polarity solvents: hexane, dichloromethane,
methanol and water. Additionally, an aqueous decoction
was also obtained.

The hexane extract was obtained by maceration of
the plant material (25 g) in hexane at room temperature,
shaking for 18 h. The extract was filtered and the dried
plant residue submitted to dichloromethane extraction
in a Soxhlet apparatus over 12 h. Once the extract was
filtered, the extracted plant material was dried and later
left to soak in methanol 95% at room temperature and
shaked over 18 h. Then, the crude methanol extract
was filtered, and the plant residue was dried and
extracted with boiling water for 3 h.

All the filtered extracts were concentrated in vacuum
to dryness. Methanol and aqueous extracts were subse-
quently lyophilized.

Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.

An additional aqueous extract was obtained by
decoction of the plant material (25 g) in distilled water
over 3 h. The solution was filtered, evaporated and
lyophilized.

Fractionation of the hexane and dichloromethane
extracts. Preparative TLC performed with the hexane
extract (265 mg) on five precoated silica gel plates using
hexane:EtOAc (75:25) as mobile phase gave eight
fractions: F-1 to F-8. Subsequent fractionation of F-5
(131 mg) by column chromatography on Sephadex®
LH-20 (column size 80 x 1 cm) using Cl,CH,:MeOH
(1:1) as mobile phase and on silica gel 60 (column size
85 x 1.4 cm) eluting with hexane:EtOAc (80:20) finally
afforded 61.7 mg of compound 1.

2 g of the dicloromethane extract was submitted to
preparative flash-chromatography (column size 60 X
4.5 cm) on silica gel 60 eluted with a gradient of petro-
leum ether:EtOAc:MeOH from (95:5:0) to (35:55:10)
giving 18 fractions. Fraction 2 (130 mg) further submit-
ted to column chromatography on Sephadex® LH-20
(column size 85 x 1.4 cm), using Cl,CH,:MeOH (1:1)
as mobile phase, allowed the isolation of compound 2
(27 mg). Final purification of fraction 6 (921 mg)
through Sephadex® LH-20 gave 915 mg of pure
compound 1.

Structure elucidation. Structure elucidation of 1 and 2
was achieved using standard spectroscopic techniques:
'"H NMR, *C NMR, DEPT, EI-MS and CI-MS. For
complete assignments of '"H and *C NMR signals,
COSY, HMBC and HSQC 2D-NMR methods were
applied.

Antifungal activity. The antifungal activity of the
extracts as well as of its fractions and major constituents
was assayed against eight yeasts and filamentous fungi
strains.

Microorganisms, growth conditions, and preparation
of fungal inocula. Aspergillus fumigatus CECT 2071,
A. niger CECT 2574, Candida albicans CECT 1394,
C. lactis-condensi CECT 1075, Microsporum gypseum
CECT 2908, Penicillium purpurogenum CECT 20436,
Saccharomyces cerevisiae CECT 1324 and Trichophyton
mentagrophytes CECT 2795 were provided by
the Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT),
Valencia, Spain. Strains were grown on Sabouraud
dextrose agar plates for 24 h at 30°C. Cell suspensions
of yeasts in sterile NaCl 0.9% were adjusted at 0.5
McFarland to obtain approximately 10° CFU/mL.
Spore suspensions of filamentous fungi were adjusted
at 10° CFU/mL by plating 10 uL of four- and five-
times serially diluted suspensions and counting germi-
nated spores/dilution.

Paper disk-agar diffusion method. Antimycotic activities
of the hexane, dichloromethane, methanol and aqueous
extracts from the rhizome and roots of F hermonis were
first evaluated by the paper disk-agar diffusion method
(Barry and Thornsberry, 1991). Test plates (diameter:
15 cm) were prepared with Sabouraud dextrose agar
medium and inoculated in surface with cells and spores
suspensions of yeasts and filamentous fungi.

Sterile paper disks impregnated with 100 pL of extract
dilutions at concentrations of 50 and 100 mg/mL, as
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previously reported (Portillo ef al., 2001), or with 20 uL.
of a solution of 1 mg/mL of amphotericin B or nystatin
as active reference compounds, were applied over the test
plates. The diameters of the growth inhibition zones
around each disk were measured after incubation at 30
°C for 48 h. For each extract, three replicate trials were
conducted against each fungus.

Overlay bioautographic method. A bioautographic agar
overlay method was used for the detection of the anti-
fungal activity of the fractions of the extracts (Rahalison
et al., 1991). Developed TLC plates of each fraction on
precoated silica gel 60 F,s4 plates eluted with hexane-
EtOAc (6:4) and (9:1) or CH,CL,:MeOH (98:2) were
placed over an inoculated Sabouraud dextrose agar
medium (test plates dimensions: 12 x 12 cm), for 1 h
at 4 °C. After removing TLC, test plates were incu-
bated at 30 °C for 48 h to visualize growth inhibition.
Assays were performed against the dermatophytes
T. mentagrophythes and M. gypseum and the yeasts
C. albicans, C. lactis-condensi and S. cerevisiae.

Minimal inhibitory concentration. The minimal inhibi-
tory concentration (MIC) was determined by a standard
two-fold dilution technique (Murray et al., 1999).
Sabouraud dextrose broth was used as medium for
yeasts and dermatophytes.

Samples were first dissolved in dimethylformamide
(2.56 mg/mL) and the fungistatic activity was deter-
mined by measuring the MIC from diluted aqueous
samples of 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 and
0.125 pg/mL. All the experiments were performed in
triplicate and the results expressed as mean values.
Nystatin, amphotericin B, ketoconazole and clotrimazole
were included (at an initial concentration of 0.8 mg/mL)
as active reference substances. MIC values <256 pg/mL
were considered active.

Minimal fungicidal concentration. The minimal fungi-
cidal concentration (MFC) was established technically
by extending the MIC (microdilution method) (Balows
et al., 1991). Mixtures of the fungus with samples which
in MIC studies showed no visible growth in the last
three wells after 48 h of incubation were subcultured
onto Sabouraud dextrose agar medium plates using an
inoculum of 0.01 mL. Plates were incubated at 37°C
for 48 h. The MFC was regarded as the lowest concen-
tration that prevented the growth of any fungal colony
on the solid medium.

RESULTS AND DISCUSSION

The rhizome and roots of Ferula hermonis submitted to
an extraction with increasing polarity solvents and to
an aqueous decoction afforded five different crude
extracts whose yields are given in Table 1, on basis of
dried plant material.

A first screening of the antifungal activity of the
extracts by the paper disk-agar diffusion method against
a panel of human opportunistic and pathogenic fungi
evidenced antimycotic activity against some of them,
which was confirmed by determination of the MIC values,
ranging from 32 to 256 pg/mL (Table 2). The strongest

Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.

activity was obtained against dermatophytes, particu-
larly T. mentagrophytes, which showed equal MIC and
MFC values (32 pg/mL) for the dichloromethane
extract and an MFC value about two-fold the MIC value
in the case of the hexane extract (64 and 32 pg/mL,
respectively). M. gypseum showed for both extracts MIC
values of 128 pg/mL and MFC values of 256 pg/mL.
MIC and MFC values for methanol and aqueous extracts
were >256 pg/mL, being T. mentagrophytes the most
sensitive strain.

Bioguided fractionation of the hexane extract by
preparative TLC afforded eight fractions from which
the major one (F-5, 131 mg) showed the strongest activ-
ity in the agar overlay bioautographic assay, which was
directly related to a dark blue-colored spot detected at
Rf 0.75 in the TLC (silica gel; hexane:EtOAc (6:4))
chromatogram after spraying with vanillin-sulphuric
acid reagent. Repeated alternate fractionation of F-5
by means of silicagel 60 and Sephadex = LH-20 column
chromatography allowed the isolation of the active
compound 1.

Fractionation of the dichloromethane extract by flash-
chromatography on silicagel afforded 18 fractions, F-2
(130 mg) and particularly F-6 (921 mg) being the major
ones. Further fractionation of F-2 through Sephadex®
LH-20 led to the isolation of compound 2, whereas final
purification of F-6 resulted in compound 1.

The structures of compounds 1 and 2 were elucidated
by standard spectroscopic techniques as jaeschkeanadiol
p-hydroxybenzoate and jaeschkeanadiol benzoate,
two known daucane aryl esters called ferutinin and
teferidin, respectively (Fig. 1) (Diab et al., 2001a; Galal
et al., 2001). Ferutinin, for which a weak activity
against Aspergillus niger has been previously reported
(Al-Shae’r et al., 2001), was isolated for the first time
from the roots of Ferula ovina (Saidkhozhaev and
Nikonov, 1974). Teferidin was described from the fruits
of Ferula tenuisecta (Saidkhozhaev and Nikonov, 1976),
and we did not find any antimycotic activity previously
reported in the literature.

Results on the antifungal activity of both com-
pounds are shown in Table 2. Ferutinin evidenced
strong antimycotic activity against 7. mentagrophytes,
M. gypseum and C. lactis-condensi. Its MFC value
against 7. mentagrophytes was about two-fold the MIC
value (16 and 8 pg/mL, respectively), whereas in the
case of the other two strains, equal values were obtained
for MIC and MFC: 16 pg/mL for M. gypseum and
32 pg/mL for C. lactis-condensi. In the case of teferidin,
a weaker activity in front of 7. mentagrophytes was
found (MIC 128 pg/mL; MFC 256 pg/mL). These results
suggest that the presence of a phenolic hydroxyl in the
acidic moiety of the ester, in the case of jaeschkeanadiol
p-hydroxybenzoate, enhances the antifungal activity.

Table 1. Extract yields from the rhizome and root of Ferula
hermonis

Extract Yield (%, wt/wt)
Hexane 13.2
Dichloromethane 10.5
Methanol 11.56
Aqueous 7.3
Decoction 22.7

Phytother. Res. 27: 911-915 (2013)
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Table 2. Antifungal activity of extracts, ferutinin and teferidin from the rhizome and roots of Ferula hermonis

Extracts® Compounds® Active reference substances®

Fungi strains® H DCL MeOH w D 1 2 A N K C

C.a. mice >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 1 4 >8 4
MFC* >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 1 4 >8 4

C.l. MIC 256 256 >256 >256 >256 32 >256 0.5 2 0.5 0.125
MFC 256 256 >256 >256 >256 32 >256 0.5 2 0.5 0.125

S.c. MIC >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 4 8 0.25 0.125
MFC >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 8 8 1 0.5

.m. MIC 32 32 256 256 256 8 128 2 4 0.25 0.125
MFC 64 32 256 256 256 16 256 2 4 0.5 0.125

M.g. MIC 128 128 >256 >256 >256 16 >256 4 8 8 0.25
MFC 256 256 >256 >256 >256 16 >256 4 8 8 0.5

A.n. MIC >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 4 8 >8 4
MFC >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 4 8 >8

A.f. MIC >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 4 8 8 1
MFC >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 4 8 8 1

Pp. MIC >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 8 8 4 2
MFC >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 8 8 4 2

®Fungi strains: C.a.: Candida albicans; C.l.: C. lactis-condensi; S.c.:

Saccharomyces cerevisiae; T.m.: Tricophyton mentagrophytes,;

M.g.: Microsporum gypseum; A.n.: Aspergillus niger; A.f.: A. fumigatus; Pp.: Penicillium purpurogenum.
PExtracts: H: Hexane extract; DCL: Dichloromethane extract; MeOH: Methanolic extract; W: Aqueous extract; D: Decoction.

°Compounds: 1: Ferutinin; 2: Teferidin.

9dActive reference substances: A: amphotericin B; N: nistatyn; K: ketoconazole; C: clotrimazole.

°MIC: Minimal inhibitory concentration (ug/mL).
fMFC: Minimal fungicidal concentration (ng/mL).

Figure 1. Structure of jaeschkeanadiol p-hydroxybenzoate (ferutinin,
1) and jaeschkeanadiol benzoate (teferidin, 2).

This would be consistent with the fact that compounds
with phenolic structures, like carvacrol, eugenol and
thymol show stronger antimicrobial activities than
those lacking a phenol group, as for example p-cymene
(Dorman and Deans, 2000; Ultee et al., 2002; Lang and
Buchbauer, 2012).

Thus, it can be stated that hexane and dichloromethane
extracts of the rhizome and roots of F hermonis have
antifungal activity mainly against 7. mentagrophytes,
M. gypseum and C. lactis-condensi, and that ferutinin
and teferidin are active constituents of these extracts.
In an earlier paper, the activity against plant patho-
genic fungi was reported for different crude extracts
of FE hermonis, the ethyl acetate extract showing
the highest inhibitory effect against all fungi tested
(Al Mughraby and Aburjai, 2003). It should be noted
that some daucane sesquiterpene derivatives have been
previously identified in the essential oil of E hermonis, in
particular: jaeschkeanadiol (ferutinol), jaeschkeanadiol

Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.

benzoate (teferidin) and jaeschkeanadiol angelate. Both
the volatile oil and the two latter compounds exhibited a
remarkable antimycotic activity against the human patho-
genic dermatophytes 7. mentagrophytes and M. gypseum
(Al-Ja’fari et al., 2011).

In conclusion, results obtained from this study to-
gether with those previously reported (Al-Ja’fari
et al., 2011) evidence that the rhizome and roots of
E hermonis have outstanding antifungal activity against
human opportunistic pathogenic fungi, which at least
is partly due to the presence of daucane sesquiterpene
esters, such as jaeschkeanadiol p-hydroxybenzoate
(ferutinin) and jaeschkeanadiol benzoate (teferidin).
These compounds, together with the essential oil
of this species, could be of interest for the pharma-
ceutical industry for developing new antimycotic
agents particularly useful in the treatment of dermato-
phyte infections.
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5.3.2. Fraccionamiento de los extractos hexanico y diclorometanico vy

caracterizacion de los compuestos activos

La determinacion de la CMI y CMF para los diferentes tipos de extractos,
evidencié una interesante actividad antifungica en el caso del extracto hexanico y del
extracto diclorometanico. Ambos resultaron especialmente activos frente a los
dermatofitos T. mentagrophytes y M. gypseum con valores de CMI y CMF entre 32 y
128 pg/mL (véase apartado 5.1y 5.3.1)

El fraccionamiento biodirigido del extracto hexanico mediante cromatografia
en capa fina preparativa dio como resultado ocho fracciones. De ellas, la mayoritaria
(F-5, 131 mg) mostré la mayor actividad, que segun el ensayo de la bioautografia se
encuentra directamente relacionada con una mancha de color azul oscuro (Rf 0.75)
que aparece en la CCF de silicagel desarrollada con hexano:AcOEt (6:4) tras revelar
con el reactivo de vanillina sulfurica. El sucesivo fraccionamiento de F-5 mediante
cromatografia en columna de silicagel y Sephadex® LH-20 permitié el aislamiento del

compuesto activo 1 Ext.

A partir del extracto diclorometanico, tras un primer fraccionamiento
mediante cromatografia “flash® de silicagel, se obtuvieron dos fracciones
mayoritarias: F-2 (130 mg) y F-6 (921 mg). El subsiguiente fraccionamiento de F-2 a
través de Sephadex® LH-20 llevé al aislamiento del compuesto 2 Ext. Por su parte, la
purificacion final de F-6 permiti6 obtener un compuesto, cuyos espectros de MS y
RMN mostraron que se trataba del mismo producto aislado a partir del extracto
hexanico (1 Ext.).

La estructura de 1 Ext. (figura 5.15) ha podido ser establecida a partir de sus
espectros de EI-MS (figura 5.16.), '"H-RMN (figuras 5.17., 5.18. y 5.19.), ">*C-RMN
(figuras 5.20., 5.21. y 5.22.), DEPT (figura 5.23.), COSY H,H (figura 5.24.), HMBC
(figura 5.25.), HSQC (figura 5.26.), siendo identificada como la del p-hidroxibenzoato

de jaeschkeanadiol, denominado también ferutinina. En la tabla 5.4. se muestran los
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datos de RMN del compuesto 1 Ext. y los descritos en la bibliografia para la

ferutinina.

La estructura de 2 Ext. (figura 5.15) ha sido deducida a partir de los espectros
de EI-MS (figura 5.27.), '"H-RMN (figuras 5.28., 5.29., 5.30. y 5.31.), "*C-RMN (figuras
5.32., 5.33. y 5.34), DEPT (figura 5.35.), COSY H,H (figura 5.36.), HSQC (figura
5.37.), HMBC (figura 5.38.). De este modo, el compuesto 2 Ext. ha sido identificado
como el benzoato de jaeschkeanadiol o teferidina. En la tabla 5.5. se muestran los
datos de RMN del compuesto 2 Ext. y los descritos en la bibliografia para la
teferidina.

-
HO : _
AT, 00C R

OH
H

o o
n

1
2 R=-

Figura 5.15. Estructura quimica de la ferutinina (1) y la teferidina (2).

La ferutinina y la teferidina son dos ésteres derivados del daucano,
identificados anteriormente en Ferula sp. (Diab et al., 2001; Galal et al., 2001), para
los cuales no se habia descrito anteriormente actividad antifungica, unicamente en el
caso de la ferutinina una débil actividad frente a Aspergillus niger (Al-Shae’r et al.,
2001).

En nuestros ensayos (véase apartado 5.3.1), la ferutinina ha mostrado una
intensa actividad antifungica frente a T. mentagrophytes, M. gypseum y C. lactis-
condensi, con valores de CMI y CMF comprendidos entre 8 y 32 ug/mL. En el caso

Tesis Doctoral 109



Capitulo 5

de la teferidina la actividad ha sido mas débil. Ello sugiere que la presencia del grupo
hidroxilo fendlico en el caso de la ferutinina potencia la actividad, lo cual estaria de
acuerdo con el hecho de que los compuestos fendlicos, tales como carvacrol,
eugenol o timol, poseen actividad antimicrobiana mas potente que los no fendlicos,

como por ejemplo el p-cimeno (Dorman y Deans, 2000; Lang y Buchbauer, 2012;

Ultee et al., 2002).

Espectros de MS y RMN del compuesto 1 Ext.
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Figura 5.16. Espectro de EI-MS del compuesto 1Ext. M: molécula; A: aglicon sesquiterpénico.
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Figura 5.17. Espectro de 'H-RMN (300 MHz, CHCls-d, 25 °C) del compuesto 1 Ext
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Figura 5.18. Espectro de 'H-RMN (300 MHz, CHCls-d, 25 °C) del compuesto 1 Ext. Ampliacién rangos

de desplazamientos quimicos de 3,2 a 8,0 ppm.
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Figura 5.19. Espectro de "H-RMN (300 MHz, CHCls-d, 25 °C) del compuesto 1 Ext. Ampliacién rangos

de desplazamientos quimicos de 0,5 a 3,0 ppm.
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Figura 5.20. Espectro de "*C-RMN (300 MHz, CHCls-d, 25 °C) del compuesto 1 Ext.

114 Tesis Doctoral



Resultados y discusion

Cy+Cg

i e

k-fl"'\--n,ﬂ'-m-"'
3 126 124 122 120 118 116 [14 L12 110

;—
[+i] —
e Q
&
+
2
] i
$ &
R

"t (ppm)

148 146 1% 142 150

| .
A BT S o 1 A o D L i P e N el b g Ty e
152 150

1
J

170 168 166 164 162 160 153 156 154

Figura 5.21. Espectro de BC-RMN (300 MHz, CHCls-d, 25 °C) del compuesto 1 Ext. Ampliaciéon rangos

de desplazamientos quimicos de 100 a 180 ppm.
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Figura 5.22. Espectro de BC-RMN (300 MHz, CHCls-d, 25 °C) del compuesto 1 Ext. Ampliaciéon rangos
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Compuesto 1 Ext.

p-Hidroxibenzoato de jaeschkeanadiol

13
No Bcs | DEPT H § (mult., int., J (Hz)) no Cs H § (mult, int., J (Hz))
1 | 167,13 | Cq - 1 [167,26 -
5 | 161,16 | Cq - 5 |161,07 -
8 | 13342 | Cq - 3 |133,51 -
3y7 | 131,91 | CH, 7,92 (d, 2H, J=6,6) 3y 7 | 132,04 6,89 (d, 2H, J=8,7)
9 | 12518 | CH 5,55 (s ancho, 1H) 2 |12528 5,56 (br, 1H)
2 | 121,79 | cq - 2 | 122,05 -
4y6 | 11542 | CH, 6,88 (d, 2H, J=6,6) 4y6 | 11552 7,92 (d, 2H, J=8,7)
4 86,89 | Cq - 10 | 86,98 -
6 7114 | CH | 527 (td, 1H, 3,=7,80, 3,=2,1) | 5 | 71,24 | 5,27 (ddd, 1H, J;:=10,5, 3,=10,5,
J=2,8)
5 60,06 | CH n.d. 6 | 60,11 2,01 (d, 1H, J=10,5)
1 44,02 | Cq - 7 | nd -
10 | 4140 | CH, nd. 1| 41,49 1,97 (m, 2H)
2,07 (dd, 1H, J:=14,0, J,=8,0)
7 4122 | CHz | 2,29 (dd, 1H, J1=10,5,3,=1,8) | 4 | 41,24 | 2,29 (dd, 1H, J1=14,0, J,=2,8)
2,56 (t ancho, 1H, J:=9,0) 2,57 (dd, 1H, J:=14,0, J,=10,5)
2 40,98 | CH, n.d. 8 | 40,10 n.d.
11 | 37,09 | CH n.d. 11 | 37,10 n.d.
3 31,47 | CH, n.d. 9 | 3149 n.d.
14 | 26,39 | CHs 1,81 (s, 3H) 14 | 26,38 1,81 (s, 3H)
15 | 20,24 | CHs 1,01 (s, 3H) 15 | 20,24 1,01 (s, 3H)
12 | 18,56 | CHs 0,94 (d, 3H, J=5,1) 12 | 18,55 0,94 (d, 3H, J=6,7)
13 | 17,56 | CHs 0,85 (d, 3H, J=5,1) 13 | 17,56 0,85 (d, 3H, J=6,7)

Tabla 5. 4. Comparacion de datos espectrales en RMN (1H 300 MHz, 3¢C 300 MHz, CHCls-d, 300°K, & en ppm)

del compuesto 1 Ext. y del p-hidroxibenzoato de jaeschkeanadiol (o ferutinina) (Diab et al., 2001), n.d.; no

determinado.
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Espectros de MS y RMN del compuesto 2 Ext.
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Figura 5.27. Espectro de EI-MS del compuesto 1Ext. M: molécula; A: aglicon sesquiterpénico.
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de desplazamientos quimicos de 5,0 a 8,2 ppm.
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Compuesto 2 Ext. Benzoato de jaeschkeanadiol
13C 5

Ne | ¥c§ | DEPT 'H & (mult., int., J (Hz)) ne 'H & (mult., int., J (Hz))

1 166,56 Cq - 1 166,62 -

8 133,49 Cq - 3 133,55 -

5 133,09 CH 7,56 (tt, 1H, J1=7, 25, J>=1,5) 5 133,14 7,42-7,62 (br, 3H)

2 130,49 Cq - 2 130,56 -
3y7|129,59| CHx2 | 8,01(dd,2H J1=8,5,3,=1,5) | 3y7 | 129,65 8,01-8,06 (br, 2H)
4'y6 128,47 | CHx2 | 7,44 (i, 2H, J,=7,75,J3,=15) | 4y6 | 128,53 7,42-7,62 (br, 3H)

9 125,24 CH 5,54 (m, 1H) 2 125,29 5,56 (br, 1H)

4 86,31 Cq - 10 86,38 -

4 1,68 (s ancho) -

6 71,39 CH 5,29 (td, 1H, J;= 10,5, J,=3,0) 5 71,47 5,32 (ddd, 1H, J;=11,6,

Jz=10,4, J3=2,9 )

5 59,96 CH 2,00 (d, 1H, 3 =10,5) 6 60,01 2,01 (d, 1H, J=10,5)

1 44,01 Cq - 7 44,06 -

7 41,32 CH; 2,53 (t ancho, 1H, J = 12,0) 4 41,38 1,97 (m, 1H)

2,28 (dd, 1H, J;= 14,0, J>=3,0, 2,07 (dd, 1H, J;=14,0, J,=8,0)
J3=1,0)
2 41,32 CH; 1,53 (dd, 1H, J1= 11,0, J.=8,5) 8 41,37 | 2,29 (dd, 1H, J1=14,0, J,=2,8)
1,2 aprox. (m, 1H) 2,57 (dd, 1H, J,=14,0, J,=10,5)
10 40,97 CH; 2,05 (dd, 1H, J1= 14,5, J,=8,5) 1 40,05 n.d.
1,97 (banda ancha, 1H)
11 37,23 CH 1,9 aprox. (m, 1H) 11 37,30 n.d.
3 31,75 CH; 1,59 (ddd, 1H, J;= 14,25, 9 31,83 n.d.
J2=1 1 ,25, J3=8,5)
1,9 aprox. (m, 1H)

14 26,41 CH3 1,80 (s, 3H) 14 26,47 1,83 (s, 3H)

15 20,19 CH3 1,08 (s, 3H) 15 20,26 1,11 (s, 3H)

12 18,51 CH3 0,94 (d, 3H,J3=7) 12 18,57 0,97 (d, 3H, J=6,8)

13 17,44 CH3 0,82 (d,3H,J3=7) 13 17,50 0,85 (d, 3H, J=6,8)

Tabla 5. 5. Comparacion de datos espectrales en RMN (1H 300 MHz, 3¢C 300 MHz, CHCls-d, 300°K, 6 en ppm)

del compuesto 2 Ext. y benzoato de jaeschkeanadiol (o teferidina) (Diab et al., 2001), n.d.; no determinado.
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La evaluacién de la actividad de diferentes productos extractivos obtenidos a
partir de la raiz y rizoma de Ferula hermonis frente a diversas cepas de hongos
oportunistas y patdégenos humanos ha evidenciado que el aceite esencial es
activo frente a todos los hongos ensayados, con CMI y CMF comprendidas entre
32 y 128 pg/mL. La mayor actividad se ha verificado frente a los dermatofitos
Tricophyton mentagrophytes y Microsporum gypseum, este ultimo con valores
equivalentes de CMI y CMF (32 pg/mL).

Los extractos hexanico y diclorometanico inhiben el crecimiento de los
dermatofitos T. mentagrophytes y M. gypseum, siendo el primero de ellos la cepa
mas sensible con valores de CMI de 32 uyg/mL para ambos extractos y CMF de
32 ug/mL en el caso del extracto diclorometanico y de 64 ug/mL en el caso del
hexanico. Los extractos metandlico y acuoso practicamente no muestran
actividad antifungica, con CMIl y CMF 2256 ug/mL.

El analisis exhaustivo del aceite esencial, mediante GC-FID, GC-MS y "*C-RMN,
ha permitido identificar 79 compuestos que corresponden al 92,8% del total de la
esencia. De ellos, 55 (36.1%) son sesquiterpenos y unicamente 21 (51,9%) son
monoterpenos. El componente mayoritario es el a-pineno (43,3%), seguido de a-
bisabolol (11,1%), 3,5-nonadiino (4,4%) y B-farneseno (3,2%).

Es la primera vez que se describe la presencia de 3,5-nonadiino en el género
Ferula. Se trata de un compuesto acetilénico poco usual, identificado con
anterioridad unicamente en el aceite esencial de las raices de dos Apiaceas:

Selinum tenuifolium y Cachrys ferulacea.

Entre los sesquiterpenos identificados en el aceite esencial se encuentran
diversos ésteres derivados del nucleo del daucano. En particular:
jaeschkeanadiol (ferutinol), benzoato de jaeschkeanadiol (teferidina) y angelato
de jaeschkeanadiol. Este ultimo es la primera vez que se describe en F.

hermonis.
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Los principales responsables de la actividad antifungica del aceite esencial,
obtenidos tras sucesivos fraccionamientos biodirigidos, son: a-pineno, 3,5-
nonadiino, a-bisabolol, éxido de a-bisabolol B, trans-verbenol, angelato de
jaeschkeanadiol y dos fracciones purificadas, una de ellas con 73% de benzoato
de jaeschkeanadiol (JB73) y otra con un 50% de espatulenol. La actividad de
cada uno de ellos se determind frente a tres levaduras y cinco hongos
filamentosos, siendo los mas sensibles los dermatofitos T. mentagrophytes y M.
gypseum, cuyos valores de CMI y CMF oscilan entre 0,25 y 128 pg/mL. La cepa

mas resistente ha sido Penicillium purpurogenum.

Los productos mas activos son JB73, 3,5-nonadiino y a-bisabolol. La actividad
mas potente corresponde a JB73 frente a T. mentagrophytes, con CMI y CMF de
0,25 pg/mL, equivalentes a las del ketoconazol e inferiores a las de la
anfotericina B (0,5 pg/mL) y nistatina (2 pug/mL). Por el contrario, la actividad de
JB73 frente a M. gypseum es menor, con valores de CMl y CMF de 64 y 128
pg/mL, respectivamente. Ambos dermatofitos son altamente sensibles al 3,5-
nonadiino, cuyas CMI y CMF para T. mentagrophytes son de 8 yg/mL, mientras
que en el caso de M. gypseum el valor de la CMF fue el doble que el de la CMI
(16 y 8 pg/mL, respectivamente). El a-bisabolol, por su parte, muestra actividad
fungicida y fungistatica frente a las dos cepas de dermatofitos entre 16 y 32

pMg/mL.

Entre los otros productos activos, sobresale la fraccion con 50% de espatulenol
cuyas CMI frente a C. lactis-condensi y CMI y CMF frente a P. purpurogenum

son de 32 pg/mL.

De todos ellos, es la primera vez que se describe actividad antifungica para el

3,5-nonadiino, el benzoato de jaeschkeanadiol y el angelato de jaeschkeanadiol.

El fraccionamiento biodirigido de los extractos hexanico y diclorometanico ha
conducido al aislamiento de benzoato de jaeschkeanadiol (teferidina) y p-hidroxi-

benzoato de jaeschkeanadiol (ferutinina) como principales responsables de su
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actividad antifungica. De ellos, el ultimo es el mas potente, especialmente frente
a T. mentagrophytes, M. gypseum y C. lactis-condensi, cuyos valores de CMI y
CMF oscilan entre 8 y 32 pg/mL, lo cual sugiere que el grupo hidroxilo fendlico
participa de forma importante en la actividad.

Asi pues, los resultados obtenidos en el presente trabajo evidencian el rizoma y las
raices de F. hermonis como una fuente potencial de agentes antifungicos. Tanto su
aceite esencial como los ésteres de sesquiterpenos derivados del daucano
constituyen productos de posible interés para la industria farmacéutica para el
desarrollo de nuevos antimicoticos, utiles particularmente en el tratamiento de

infecciones producidas por dermatofitos.
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