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RESUMEN

En el presente estudio se realiz6 la caracterizacion fitoquimica del extracto etandlico de
los capitulos florales de Helichrysum picardii. El extracto obtenido por maceracién con
etanol de 80° fue fraccionado mediante extraccion liquido-liquido con disolventes de

diferentes polaridades: n-hexano, diclorometano y acetato de etilo.

Se realiz6 un estudio fitoquimico mediante cromatografia en capa fina donde se pudo
identificar el flavonoide metoxilado gnaphalina y el triterpeno 4cido ursélico en la
fraccion de diclorometano y gnaphalina, kaempferol y quercitrina en el extracto
etandlico y en la fraccidon de acetato de etilo. Tras revelar con una solucion de DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), todas las fracciones mostraron un alto nimero de

compuestos antioxidante.

Para poder relacionar la composicién quimica con la capacidad antioxidante se calculd
la cantidad de fenoles totales utilizando como patrén el dcido gélico. Por otro lado, se
determin6é la cantidad total de flavonoides utilizando como patrén el heterésido
flavonico rutina. La fraccidn en acetato de etilo fue la que presenté mayor cantidad de
fenoles y flavonoides, expresados en 238,54 + 14,43 mg de 4cido gélico/g de extracto

seco y de 84,25 + 1,91 mg de rutina/g de extracto seco, respectivamente.

Posteriormente, se realiz6 la determinacion cuantitativa de la actividad antioxidante por
el ensayo de captacion del radical DPPH. La fraccion de acetato de etilo presenté una
actividad significativa con una ICsy de 11,5 + 0,34 pg/ml, coincidiendo con el mayor
contenido en fenoles totales. Por tanto, seleccionamos dicha fraccion para realizar su
caracterizacion fitoquimica mediante HPLC-EM, donde pudimos identificar hasta 34

compuestos entre dcidos fenoles y otros dcidos organicos, y flavonoides.

Podemos concluir que el extracto etandlico de esta especie y en particular la fraccion
obtenida con acetato de etilo, por su potente actividad antioxidante, serian de interés en
la elaboracion de preparaciones farmacéuticas efectivas frente al dafio producido por el

estrés oxidativo.

Palabras claves: Helichrysum, capitulos florales, compuestos fendlicos, flavonoides,

actividad antioxidante.
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1. INTRODUCCION

1. Botanica, Helichrysum picardii Boiss. & Reuter (Helichrysum serotinun subsp.
picardii (Boiss & Reuter) “Galbany, L. Saez & Benedi).

Comunmente llamada Helicriso o Sol del oro, su nombre cientifico es Helichrysum
picardii Boiss. & Reuter, es una planta hal6fila facultativa que pertenece al género
Helichrysum y a la familia Asteraceae o Compositae, la cual estd formada por
aproximadamente 600 especies en todo el mundo, especialmente en el hemisferio sur.
Los miembros de este género son generalmente hierbas aromadticas, arbustos anuales o
perennes con un alto nivel de polimorfismo. En el drea mediterrdnea se encuentran casi

25 especies nativas (Leonardi et al., 2018).

En Espafia, comparte nombres comunes con otras especies del mismo género como
siempreviva amarilla, siempreviva del monte, sol de oro, perpetua o tomillo yesquero.
En inglés también se conoce como flor eterna, inmortelle o arena eterna (Les et al.,

2017).

El nombre cientifico de la planta viene del griego: helios (sol) y chrysus (oro)
(Maksimovic et al., 2017). Desde hace siglos es apreciada por sus propiedades
medicinales y se usa desde la antigiiedad en la preparacién de recetas culinarias y en la

medicina tradicional.

Las caracteristicas morfoldgicas de las flores de Helichrysum picardii son las siguientes

(figura 1):

Capitulo 4-6.5 mm x 2-3.5 (4.5) mm, con 7-22 (26) flosculos
Floretes pistilados (0) 1-7 (9)
Flésculos hermafroditas 5-17 (18).

Corola de los flosculos pistilados de 2.5-4 mm de largo.

YV V V V V

Corola de los flosculos hermafroditas de 3—4.5 mm de largo.(Galbany-Casals
et al., 2006).



Figura 1. Dibujo de los capitulos florales de Helichrysum picardii Boiss. & Reuter
(Valdés et al., 1987).

Florece en marzo, y puede llegar hasta agosto en flor. En invierno, atin conservan las

inflorescencias secas y estivales, ya que sufren una floracién invernal muy débil

(Galbany-Casals et al., 2006).

Las hojas de la planta son de pequeio tamafio, estrechas y de color plata lo que confiere
a la planta una mejor conservacién del agua. Desprende un aroma que recuerda a una

mezcla entre regaliz, curry y romero (Porru, 2019).

Dicha planta se puede encontrar en algunas zonas del Sur de Europa, incluido Portugal.
Concretamente se encuentran en la costa occidental de la peninsula ibérica y en el norte
de Marruecos (Valdés et al., 1987). Crece con la luz del sol, en zonas aridas, pedregosas
(Leonardi et al., 2018), en suelos marinos arenosos, con un rango latitudinal de 0 a 30 m

(Galbany-Casals et al., 2006).
1.1. Composicién quimica.

Las especies de Helichrysumse caracterizan por su contenido en metabolitos

secundarios como floroglucinoles, destacando el arzanol, monoterpenos, sesquiterpenos,



triterpenos, fenoles y flavonoides, todos ellos responsables de la actividad
antiinflamatoria, antiviral, antifingica y antimicrobianas que presentan sus extractos,
motivo por el cual se utilizan en muchas preparaciones cosméticas y farmacéuticas

(Leonardi et al., 2018).

En estudios previos de nuestro grupo de investigaciéon se han obtenido e identificado
distintos principios activos de los capitulos florales de la especie H. picardii Boiss. &
Reuter, como triterpenos, flavonoides y cumarinas (De la Puerta et al.et al., 1993).

Igualmente se llevé cabo el andlisis del aceite esencial (De la Puerta et al., 1990).

Recientemente, Pereira y colaboradores han realizado un estudio centrado en los
extractos orgédnicos acuosos de esta especie, de forma que se ha determinado una amplia
variedad de moléculas bioactivas destacando los compuestos fendlicos y terpénicos.
Ademads, estos autores han realizado estudios in vitro que demuestran sus propiedades
antimicrobianas y antiinflamatorias, y comprobaron la ausencia de toxicidad de los

extractos en cultivos celulares (Pereira et al., 2017).

En este mismo estudio, fueron analizados las infusiones y decocciones de distintas
partes de la planta: raices, hojas y tallos, y flores. Se describen que las tisanas de
sumidades floridas de Helichrysum picardii tienen un alto contenido en polifenoles. Se
identificaron como principales compuestos fendlicos el dcido cafeico (figura 2), el dcido
quinico, el 4cido clorogénico (figura 3) y los flavonoides, gnaphalina, astragalina
(kaempferol 3-O-glucésido), hiperina, isoquercitrina (isdémeros), naringenina-7-o-

glucésido y quercitrina (Pereira et al., 2017).
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Figura 2. Estructura acido cafeico.
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Figura 3. Estructura acido clorogénico.

Sin embargo, algunos estudios se centran en la composiciéon del aceite esencial de
especies de Helichrysum, destacando una gran cantidad de monoterpenoides como el
acetato de nerilo, propanoato de nerilo y a-pinemo (Leonardi et al., 2013) (Mastelic et

al., 2005).

Otros estudios han determinado en el extracto metandlico de especies de Helichrysum
principalmente el &cido clorogénico, la apigenina 7-O-glucésido y su aglicona

(Albayrak et al., 2010).

En otras investigaciones analizaron el extracto metandlico de las flores de H. italicum
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a la espectrometria de
masas obteniendo 14 compuestos entre distintos tipos de flavonoides, fenilpropanoides
y acilbenzofurano como dcido cafeico, 4cido clorogénico, quercetina 3-O-glucésido
(figura 4), (Mari et al., 2014), kaempferol 3-O-glucésido (Facino et al., 1990). También
se ha aislado el flavonoide Gnaphalina de H. italicum y se ha estudiado su capacidad
para inhibir la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Schinella et al.,
2007).

Figura 4. Estructura de la quercetina 3-O-glucésido.



En otras especies como H. arenarium se han identificado como principales compuestos
los flavonoides destacando kaempferol, quercetina, luteolina, apigenina y sus
heter6xidos. También se han determinado 4cidos fendlicos como el acido cafeico, el

acido p-cumdrico y el dcido ferulico (Pljevljakusi¢ et al., 2018).

El 4cido cafeico, presente en la mayoria de las especies de Helichrysum, ha demostrado
tener efectos beneficiosos para la salud: antioxidante, anti-inflamatorio, antibacteriano e

inmunomodulador (Armutcu et al., 2015).
1.2. Uso tradicional.

Debido a su aroma y a su caracteristico olor a curry, en algunas zonas mediterrdneas se
utiliza en la cocina, como especia. En Italia se usa para la preparacion de licores

digestivos (Viegas et al., 2014).

El uso de esta planta se ha redescubierto hace unas décadas aunque desde hace siglos
los griegos ya conocian las propiedades medicinales de Helichrysum. Se ha utilizado
como planta curativa en varios paises a lo largo de la historia. Dioscérides lo aconsejaba
para las mordeduras de las serpientes, los turcos la tomaban para paliar las digestiones
pesadas y la distension abdominal (Porru, 2019). Segiin la medicina popular, su uso
puede ser beneficioso para el cuidado y tratamiento de afecciones de la piel y mucosas
como micosis dérmicas, eczemas, etc. También para afecciones de las vias respiratorias
como sinusitis, rinitis, gripe, tos, y resfriado; alergias respiratorias y alteraciones

digestivas como gastritis y hepatitis (Mari et al., 2014).

Tradicionalmente se le han atribuido propiedades medicinales, actualmente avaladas por

pruebas cientificas (Porru, 2019).

Entre sus aplicaciones las flores se pueden utilizar mediante infusiones y decocciones
para tomar o para aplicar por via topica con el fin de tratar infecciones e irritaciones de
la piel, encias y ojos; trastornos o enfermedades como gripe, resfriado, fiebre o
nerviosismo. También se ha descrito el uso como diurético, en afecciones de la vejiga

urinaria, y en problemas digestivos y de pancreas (Porru, 2019).
1.3. Actividades farmacologicas y usos terapéuticos.

Los compuestos fendlicos son producidos por la planta como metabolitos secundarios

responsables de la reaccién a presiones externas como por ejemplo la depredacion, las



infecciones por patdgenos, los pardsitos y/o las heridas. El contenido de fenoles puede
aumentar en condiciones de estrés abidtico, ya que las plantas haléfilas, como las del
género Helichrysum, tienen que combatir condiciones extremas de temperatura,
radiacién UV, salinidad o sequia para poder crecer y reproducirse. Por ello, el estrés
abidtico aumenta la produccion y acumulacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS)
lo cual requiere un poderoso sistema antioxidante como los polifenoles, para
contrarrestar las ROS y proteger las estructuras celulares y metabdlicas del daio

producido por el estrés oxidativo (Pereira et al., 2017).

Investigaciones in vivo han demostrado las actividades antiinflamatorias y antioxidantes
del extracto metandlico de H. italicum ya que tiene capacidad de inhibir a las enzimas
inflamatorias, de inhibir la peroxidacién lipidica y de eliminar los radicales libres (Sala

et al., 2002).

Una especie proxima, H. stoechas, ha demostrado propiedades antiproliferativas,

antioxidantes, antidiabéticas y neuroprotectoras (Les et al., 2017).

Otra especie estudiada por sus propiedades antiespasmoédicas fue Helichrysum italicum

(Roth) Don ssp. Italicum (Rigano et al., 2013).

Para plantas de la misma especie, estudios bioldgicos han evidenciado propiedades

antimicrobianas, anti-inflamatorias y antioxidantes (Albayrak et al., 2010).

En el caso del uso para tratar problemas digestivos leves ha sido aprobado por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia Europea de Medicamentos
(EMA) solo para la especie Helichrysum arenarium, mediante la infusion o decoccion

de sus flores (Les et al., 2017).

Para esta H. italicum, la posologia indicada por la Agencia Europea del Medicamente
(EMA) es de 3 g de droga por taza de agua caliente y dejar en infusion durante 10 min
antes de filtrar. Aunque su uso esta contraindicado en personas que padecen obstruccion
biliar y otros afecciones relacionadas y/o con alergia a la familia de las compuestas.
Debido a la falta de estudios durante el embarazo y la lactancia tampoco es

recomendable su uso en dichas situaciones (Porru, 2019).

En el mercado se pueden encontrar diferentes formulaciones que contienen el extracto

de Helichrysum italicum:



Cremas y aceites para reumatismos.
Aceites y pomadas calmantes para infecciones tépicas.
Infusiones digestivas y diuréticas.

Aceite esencial de Helichrysum de uso tépico para reducir hematomas.

YV V. V V V

Cremas hidratantes y jabones a base de Helichrysum para la higiene y cuidado

de la piel (Porru, 2019).

Algunos autores concluyen que las sumidades floridas de Helichrysum picardi
(sinénimo de Helichrysum italicum subsp picardii Franco) pueden ser de utilidad para
el control de los niveles de glucosa en combinacién con otras estrategias antidiabéticas,
al inhibir las enzimas digestivas de carbohidratos de la dieta e hiperglucemia post-

pandrial (Pereira et al., 2017).



2. OBJETIVOS.

El objetivo general de este trabajo es realizar un estudio encaminado a investigar la
composicion fitoquimica y valorar la actividad antioxidante y captadora de radicales
libres del extracto etandlico obtenido a partir de los capitulos florales de la especie
Helichrysum picardii Boiss. & Reuter, asi como de las fracciones obtenidas a partir de
dicho extracto con disolventes de distinta polaridad. Los objetivos especificos del

trabajo son los siguientes:

v Obtenci6n y fraccionamiento del extracto etandlico.
Andlisis cualitativo de los compuestos fendlicos.
Andlisis cuantitativo de los fenoles totales.

Andlisis cuantitativo de flavonoides totales.

Estudio de la actividad antioxidante.

AN N N NN

Perfil fitoquimico de la fraccién de acetato de etilo por HPLC-EM.

10



3. METODOLOGIA

3.1. Recoleccion del material vegetal.

El material vegetal fue recolectado en terrenos arenosos de los pinares del Puerto de
Santa Maria (Cadiz) situados en la margen derecha del rio Guadalete en el sector de las

dunas de San Antdn, en el mes de Julio de 2018 durante la época de floracion.
Las muestras fueron desecadas en el laboratorio a temperatura media entre 25-30 °C.

El material vegetal ha sido determinado en el Departamento de Biologia Vegetal de la
Facultad de Farmacia, quedando depositado un ejemplar testigo del mismo en el

herbario de dicha Facultad (SEV-F).
3.2. Obtencion y fraccionamiento del extracto etandlico.

Se pesaron 50 gramos de los capitulos florales y se trocearon con el fin de obtener
fragmentos mds pequefios y conseguir una extraccion mdas eficaz. Para obtener el
extracto etandlico (EHE) se hizo una maceracion del material vegetal a temperatura
ambiente y en oscuridad durante 24 horas con 500 ml de etanol 80°. Una vez filtrado se
repitié la maceracion con un nuevo volumen de etanol de 80°. El conjunto de los
filtrados, se llevé a sequedad en rotavapor, a vacio y presién reducida para evaporar el
solvente, a una temperatura de 40°C aproximadamente. Posteriormente, se calcul6 el

rendimiento del extracto referido a planta seca.

Para el fraccionamiento, el residuo seco se redisolvio en 50 ml de una mezcla de
acetona/agua (1:1) y posteriormente se realizé una extraccion liquido-liquido utilizando
disolventes con diferentes polaridades. La extraccion se realiz6 en embudo de
decantacion hasta agotamiento utilizando sucesivamente n-hexano, diclorometano y
acetato de etilo. Finalmente, las fracciones obtenidas se llevaron a sequedad y a presion

reducida en rotavapor, calculdndose posteriormente los rendimientos obtenidos.
3.3.  Estudio de las fracciones por cromatografia en capa fina.

La cromatografia en capa fina es una técnica que tiene como finalidad la separacion e

identificacion de los diferentes compuestos que forman parte de una muestra
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determinada, utilizando una fase estacionaria (cromatofolio de silicagel) y distintas

fases moviles preparadas con diferentes disolventes.

Bajo unas condiciones experimentales establecidas, un compuesto dado puede recorrer
una determinada distancia a lo largo de la placa. Se denomina Rf a la relacidn existente
entre la distancia recorrida por el compuesto y la recorrida por el disolvente en el mismo
tiempo. Los valores de Rf para un determinado compuesto varian ampliamente con los

cambios de disolvente.
Rf = frente del soluto/frente del disolvente

Los compuestos polifendlicos, se pueden identificar debido a sus propiedades de
fluorescencia en la luz ultravioleta, por reacciones coloreadas con agentes especificos,
por los valores de Rf derivados de la cromatografia en capa fina y por sus caracteristicas
espectrales. Una gran variedad de compuestos fendlicos han sido identificados por

cromatografia en capa fina.(Lederer y Lederer, 1957).

¢ Materiales y reactivos:
v Cubeta de vidrio con tapa.
v’ Fase estacionaria: Cromatofolios de silicagel (Merck®).
v" Disolventes: diclorometano/metanol (4,5:0,5), acetato de etilo/ac.
férmico/éc. acético/agua (100:11:11:26), hexano/acetato de etilo/
metanol (5:80:15).
v’ Pipetas de vidrio.

<

Capilares de vidrio.

v Reactivo de revelado: Oleum (4cido sulftrico, dcido acético glacial, agua
(8:32:160)).

v" Reactivo de revelado: 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) 0,2% p/v
EtOH (Sigma Aldrich®).

v' Cdmara oscura para ldmpara de luz UV (Spectroline Model CM-10
Spectronics Corporati0n®).

v’ Patrones de referencia: Gnaphalina, &cido ursélico, kaempferol,
quercitrina, acido cafeico, acido clorogénico, acido p-hidroxibenzoico,
acido vainilico.

v Extracto completo (EHE) y fracciones: n-hexano (FHEX), diclorometano

(FDCM), acetato de etilo (FACET), acuosa (FAC).
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Se procede a la caracterizacion de los compuestos presentes en los extractos mediante la
separacion de los mismos por cromatografia en capa fina (CCF) en soporte de silicagel e
identificacion por comparacion con los siguientes patrones disueltos en etanol, en las

diferentes fases moviles (tabla 1):

Extracto y fracciones Patrones Fases Moviles

FHEX y FDCM Flavonoides: gnaphalina y | Diclorometano/metanol
acido ursoélico (4,5:0,5)

EHE y FACET Flavonoides: gnaphalina, | Acetato  de  etilo/ac.
quercitrina, kaempferol férmico/dc.  acético/agua

(100:11:11:26)

EHE y FACET Acidos fenoles: Acido | Hexano/acetato de etilo/
cafeico, acido | metanol (5:80:15)
clorogénico, 4cido p-
hidroxibenzoico, acido
vainilico

Tabla 1. Patrones y fases mdéviles utilizadas para el estudio en cromatografia en

capa fina (CCF) para el extracto etandlico y las fracciones.

Se dispusieron en la parte inferior de la placa (cromatofolio de silicagel que forma la
parte estacionaria) las soluciones de los patrones y de los extractos con la ayuda de
capilares de vidrio. La placa se introdujo en la cubeta que contenia la fase mévil. Los
componentes del extracto, asi como de los patrones, experimentan un proceso de
adsorcidn-desorcion por el cual van ascendiendo por la placa y se van separando en
funcion de su polaridad. Se dej6 subir el eluyente por la placa hasta que
aproximadamente el frente del mismo estuvo a un 1 cm del borde superior. Después, se
dejo secar a temperatura ambiente y se evapord el disolvente en la oscuridad. Se
observo la placa a la luz ultravioleta (UV, 254 nm) y se midieron los Rf de las manchas
tras haberlas revelado con 6leum(acido sulfurico/dcido acético glacial/agua (2:40:8)) y

calor (120 °C) durante 5 min.

La luz UV detecta compuestos con dobles enlaces conjugados (Houghton y Roman

1998).El 6leum es un reactivo que sirve para detectar compuestos orgdnicos, en general.
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Para el caso especifico de los dcidos fenoles se utilizé para el revelado para-nitroanilina
+ NaNO; 5% en agua (0,2 ml por cada 10 ml de p-nitroanilina), y posteriormente se
aplicé Na,COs 10% en agua (20 ml) (Stahl, 1975).

Para la identificacion cualitativa de compuestos con actividad antioxidante se realiz6 el
mismo procedimiento utilizando como reactivo de revelado con una solucién de 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) al 0,2 % en EtOH. Las placas se observaron después
de 30 min del revelado. Los compuestos con actividad antirradicalaria, se detectaron

como manchas amarillas frente a un fondo violeta (Cavin et al., 1998).
34. Analisis cuantitativo de fenoles totales.

El total de fenoles contenido en el extracto etandlico y las fracciones de las flores de
Helichrysum fue determinado espectrofotométricamente siguiendo el método de Folin-
Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965) modificado por Medina (Medina, 2011) con el fin
de minimizar volimenes de reactivos y de muestras. La identificacion de los
compuestos fendlicos se debe a un proceso de 6xido-reduccion de los fenoles, debido a
que el i6nfenolato capta oxigeno rapidamente alcanzando un pH = 10. Motivo por el
cual se le afiade Na,COs; dando lugar a un compuesto reductor de color azul. Como

patrén para la recta de calibrado se utiliza el 4cido gélico.

¢ Materiales y reactivos:
v' Lector de microplacas BIO-RAD iMARK™Microplate Reader.
Placa de pléastico con 96 pocillos de 300 ul de capacidad.
Tubos de ensayos de 10 ml.
Patrén de referencia: acido gélico (Sigma Aldrich®).
Reactivo de Foli-Ciocalteu (Panreac®).

Na,CO37% (Panreac®).

SN N N NN

Extractoetandlico (EHE), y fracciones: n-hexano (FHEX), diclorometano

(FDCM), acetato de etilo (FACET) y acuosa (FAC).

Se prepararon 2 ml de concentraciones seriadas (0, 10, 25, 50, 100, 200, 250, 500 y 750
pg/ml) de acido gdlico disuelto en agua destilada (H,O) para realizar la curva de
calibrado. Después, se toman 50 pl de las distintas concentraciones del patron, o de las
muestras a ensayar (extracto etandlico y fracciones) y se anade cada una de ellas a un

tubo de vidrio junto a 430 pl de H,O destilada y 20 pl del reactivo de Folin-Ciocalteu,
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por triplicado. Se deja durante 5 minutos, tiempo estimado para que se dé la reaccidon. A
continuacion se adicionan 50 pl de una solucién saturada de Na,COs3 al 7% previamente
preparada (se mezcla bien), ademds de otros 450 pl de H,O destilada. Se deja durante
60 minutos a temperatura ambiente y al abrigo de la luz. Por tltimo, se toman 200 ul de
cada tubo de vidrio y se lleva una microplaca para leer las absorbancias en Lector de

microplacas a una longitud de onda de 765 nm.

La ecuacion de la recta del 4dcido galico se empled para calcular las concentraciones de
fenoles totales que contienen el extracto etandlico y las fracciones, sustituyendo los
correspondientes valores de absorbancia en la ecuacion. Los resultados expresados en

pg de fenoles, se expresaron en mg fenoles (eq. en acido galico/g de extracto seco).
3.5.  Anadlisis cuantitativo de flavonoides totales.

Para ello hemos seguido la técnica de Lamaison y Carnat (Lamaison & Carnat, 1990)

modificada por Gouveia y Castilla (Gouveia y Castilho, 2011).

¢ Materiales y reactivos:
v" Reactivo cloruro de aluminio (AICL) (10%).
Reactivo acetato de sodio (CH3COO. Na) (1M).
Lector de placas multipocillos Biochrom AsysHihtech Expert 96.
Placa de plastico con 96 pocillos de 300 pl de capacidad.
Etanol absoluto (VWR Chemicals®).

Patr6n de referencia: rutina (Sigma Aldrich®)

DN N N N NN

Extracto etandlico y fracciones: n-hexano (FHEX), diclorometano

(FDCM), acetato de etilo (FACET) y acuosa (FAC).

En un tubo de ensayo de 10 ml, se mezclaron 0,5 ml de solucion de la muestra de
extracto, 1,5 ml de metanol absoluto, 2,8 ml de agua destilada, 0,1 ml de acetato de
sodio (1M), 0,1 ml de cloruro de aluminio (10% en etanol). Se hicieron 2 tubos de
vidrio de cada muestra. Después de agitacion en Vortex Mixer S0100-230Vy esperar
durante 30 minutos a temperatura ambiente, se tomaron 200 pl de cada tubo de vidrio y
se depositaron en los correspondientes pocillos de la placa. Por ultimo, se leyo la

absorbancia en el lector automético de placas a 405 nm (Gouveia y Castilho, 2011b).
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Todas las medidas se hicieron frente al blanco (0,5 ml de la solucién de la muestra), 1,5
ml de etanol absoluto, 3 ml de agua destilada). La presencia de flavonoides produce un

viraje de color del reactivo a amarillo.

El patrén utilizado fue la rutina a diferentes concentraciones (0, 0.015625, 0.03125,
0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 mg/ml) por triplicado para obtener la correspondiente recta de
calibrado. La ecuacion de la recta se utilizé para realizar el cédlculo de las
concentraciones de flavonoides en los extractos, sustituyendo los correspondientes
valores de absorbancia de las muestras. Los resultados expresados se expresaron en mg

de flavonoides (eq. en rutina/g de extracto seco).
3.6. Estudio de la actividad antioxidante de las fracciones.

El método de determinacién de la actividad antioxidante se basa en detectar como un
agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable mediante la produccién de
radicales libre, dafo que es inhibido o reducido en presencia de una sustancia
antioxidante. Esta inhibicidn es proporcional a la actividad antioxidante del compuesto
o la muestra. En este caso, se utiliz6 como agente radicalario el 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH), preparado a una concentracién de 0.04% en etanol absoluto
(Cuendet y cols., 1997). El DPPH es un radical libre estable, que en disolucién etandlica
presenta un color violeta intenso, y tiene una fuerte absorciéon a 517 nm. Los
compuestos antioxidantes pueden reaccionar con el radical, reduciéndolo, y por tanto, la
absorcion a esta A desaparece. La absorcidn, y el grado de la decoloracién resultante, es
estequiométrico con respecto al nimero de electrones que capture: DPPH* + AH -

DPPH-H + A*.

% Materiales y reactivos:
v' Lector de placas multipocillo Biochrom AsysHihtech Expert 96.
v" Placa de pldstico con 96 pocillos de 300 uL de capacidad.
v Micropipetas de intervalos de volumen 100-1000 pL (Labnet®) y puntas
de plastico.
Etanol absoluto (VWR Chemicals®).
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) (Sigma Aldrich®).

Patrones de referencia: 4cido cafeico (Sigma Aldrich®).

S X X

Extracto etandlico (EHE) y fracciones: n-hexano (FHEX), diclorometano

(FDCM), acetato de etilo (FACET) y acuosa (FAC).
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Se anadieron por duplicado en una placa de 96 pocillos 100 pl de las diferentes
soluciones del patrén utilizado é4cido cafeico o de las muestras a 100 ul de etanol
absoluto y 50 ul de la soluciéon de DPPH al 0,04%. Se establecié un blanco formado
por 100 ul de cada una de las soluciones de las distintas fracciones de la muestra y 150
ul de etanol, por duplicado. Ademas, se prepararon una serie de pocillos con 50 ul de la
solucién de DPPH al 0,04% y 200 ul de etanol, que actian como control de maxima
absorbancia.

La placa se dejo en agitaciéon en la tapada de la luz durante 30 minutos para después
leer la absorbancia a 550 nm en el lector automético de placas multipocillo AsysHitech

Expert 96.

La actividad antioxidante del compuesto queda evidenciada por el cambio de color en el
pocillo, de pirpura a amarillo. A mayor actividad antioxidante, menor serd el valor de

absorbancia medido. El porcentaje de DPPH captado se obtiene de la ecuacion:

ACtiVidad al’ltiOXidal’lte (%) = (A Control — A Muestra) / (A C()ntr()l) X 100

El cédlculo se realizé mediante los valores de descenso de absorciéon inducidos por los
compuestos a los cudles se les restd el control. La actividad antirradicalaria de cada
muestra fue expresada como valor ICsy (concentraciéon en pg/ml que reducen al radical

en un 50%). Fue calculada por curvas de regresion lineal.

3.7. Estudio de la composicion de la fraccion de acetato de etilo mediante

HPLC/EM.

La composicion de la fraccion de acetato de etilo se analizé utilizando un espectrometro
de masas acoplado por cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UHPLC)

Orbitrap Quadropole Q Exactive (ThermoScientific).

Para inyectar las muestras, se prepararon tomando 3 mg de la fraccion de acetato de
etilo diluyéndolo en 1 ml de metanol al 50%, que contenia 4cido férmico al 0,1% (v/v).

Posteriormente se filtro con un filtro de 0,2 um.

Las condiciones UHPLC (Dionex Ultimate RS) en condiciones de gradiente fueron las

siguientes:
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» Disolvente A: agua que contiene dcido férmico al 0,1% (v / v).

» Disolvente B: metanol que contiene dcido férmico al 0,1% (v / v).
El sistema de elucion en gradiente funcioné de la siguiente forma:

e 0-5% B (0-1 minutos).
e 5-100% B (1-12 minutos)
e 100-5% B (12.1-15 minutos).

La separacion se llevo a cabo en una columna ACQUITY UPLC BEH C18 (1301&, 1,7
um, 2,1 mm X 100 mm) con un volumen de inyecciéon de 5 ul, volumen de flujo de 0,5

ml.min”', temperatura de la columna a 40°C, tiempo de ejecucién total de 15 minutos.

Los datos de HRMS / MS se adquirieron en modo negativo en un rango de exploracién
de 50-750 m / z. El cromatograma en modo de TIC (total ionic current), cuyas
condiciones de equipo fueron tiempo de exploraciéon = Imicro exploraciones y tiempo

maximo de inyeccién (IT) 500 ms, con una resolucién de 70000.
Las condiciones de ESI fueron las siguientes:

e Temperatura capilar 320°C.
e Voltaje de pulverizacién 3,0 kV.
e Gas principal: nitr6geno 60 Au.

e (Qas auxiliar 25 Au.

Los datos adquiridos se procesaron con el software Xcalibur 4.0. de ThermoScientific,
los picos se identificaron por comparacion con sus tiempos de retencion, masa exacta e

iones fragmentados con los estdndares correspondientes.
3.8. Anadlisis estadistico.

Todos los experimentos se realizaron por duplicado o triplicado y se expresan como la
media + el error estindar. Las diferencias de los resultados entre los grupos
experimentales se llevaron a cabo mediante el test de ANOVA seguido de el test de
comparacion multiple de Tukeys. Se consideraron valor significativo p < 0°05. EI

programa utilizado para realizar el analisis estadistico es el Graph Pad Prisma version 5.
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4. Resultados v discusion

4.1. Rendimientos de los extractos y fracciones.

Los rendimientos obtenidos del extracto etandlico y de las fracciones se muestra en la

siguiente tabla (tabla 2):

EHE 12,56% + 1,32
FHEX 2.25% + 0,98
FDCM 1,43% + 0,52
FACET 1,59% + 0,64

FAC 6,02% + 1,05

Tabla 2. Rendimientos calculados (%) del extracto etandlico y de las fracciones.
4.2. Analisis del extracto y de las fracciones por cromatografia en capa fina.

Las fracciones de hexano y de diclorometano fueron estudiados por cromatografia en
capa fina (CCF) con soporte de silica gel de aluminio utilizando como fase movil
diclorometano/metanol (4,5:0,5) y como patrones el flavonoide gnaphalina y el
triterpeno 4cido ursélico disueltos en etanol. Para el revelado se utilizé 6leum y se

aplicé calor (Figura 6).
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Figura 6: CCF de las fracciones en hexano (1) y diclorometano (2). Fasemévil:

diclorometano/metanol (4,5:0,5). Patrones: gnaphalina (3) y acido ursélico (4).

Revelado con 6leum y calor.

El estudio realizado mediante CCF proporciond los siguientes valores de Rf (tabla 3):

Fase movil:

diclorometano/metanol(4,5:0,5)

FHEX 0,69
FDCM 0,69 0,56
Gnaphalina 0,69
Ac. ursélico 0,56

Tabla 3. Relacion de las medidas de los Rf de las fracciones y los patrones

estudiados tras el revelado con Oleum y calor.

La fraccion de diclorometano presenta dos compuestos a Rf, 0,69 y 0,56 que se
corresponden con la gnaphalina y el dcido ursélico, respectivamente. El resto de los
compuestos de la fraccion de diclorometano no se han identificado con ningtin patron.
La fraccion hexanoica muestra un solo compuesto a Rf: 0,69 que corresponde con la
gnaphalina. Debido a la intensidad del color también se puede decir que la gnaphalina
se encuentra en mayor cantidad en la fraccion de diclorometano. A través de la ldmpara

UV se comprobaron estos resultados.
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Posteriormente se estudi6 el extracto etandlico y la fraccidon de acetato de etilo en CCF
en silica en gel para determinar la composicion en flavonoides utilizando para ello como
fase movil acetato de etilo/dcido formico/dcido acético/agua (100:11:11:26) y como
patrones: quercitrina, gnaphalina y kaempferol disueltos en etanol. Para el revelado se

aplic6 6leum y calor (Figura 7).

Figura 7. CCF del extracto completo y la fraccion de acetato de etilo. Fase mévil:
acetato de etilo/acido féormico/acido acético/agua (100:11:11:26). Patrones:

gnaphalina, quercitrina y kaempferol. Revelado con éleum y calor.

Dicho estudio dio lugar a los siguientes valores de Rf (tabla 4):

FACET 0,78 0,96 0,98
EHE 0,78 0,96 0,98
Quercitrina 0,78

Gnaphalina 0,96
Kaempferol 0,98

Tabla 4. Relacion de las medidas de los Rf del EHE y FACET, y los patrones

estudiados tras el revelado con 6leum y calor.

Como resultado se puede decir que en la composiciéon del extracto y la fracciéon se

encuentran los flavonoides gnaphalina, quercitrina y kaempferol, debido a que las
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medidas de los Rf de los patrones coinciden con las medidas de los Rf de sus

principales componentes. Mediante la luz UV se certificaron dichos resultados.

Por dltimo, se realizé una cromatografia del extracto completo y la fraccién de acetato
de etilo para determinar la composicién en dcidos fenoles. Para ello se utiliz6 como fase
movil hexano/acetato de etilo/ metanol (20:60:20) y como patrones dcido cafeico, dcido
clorogénico, acido p-hidroxibenzoico y 4cido vainilico disueltos en etanol. El revelado
se hizo mediante p-nitroanilina junto a NaNO; 5% en agua, se dej6 secar y se aplico

Na,CO3; 10% en agua (figura 8).

P )

Figura 8. CCF de los extracto etandlico (7) y la fraccion de acetato de etilo (6). Fase
movil: hexano/acetato de etilo/metanol (20:60:20). Patrones: acido caféico (1),
acido clorogénico (2), acido p-hidroxibenzoico (3), acido vainilico(4). Revelado con

p-nitroanilina + NaNO; 5% y Na,CO3 10%.
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Se obtuvieron los siguientes valores de Rf (tabla 5):

Fase mévil: hexano/acetato de etilo/

metanol (20:60:20)

FACET 0,67

EHE 0,78
Ac. cafeico 0,67

p-hidroxibenzoico 0,78

Tabla 5: relacion de las medidas de Rf de EHE, FACET y los patrones utilizados

estudiados tras el revelado con p-nitroanilina y carbonato sédico.

Segtin la comparacién de los valores de los Rf el dcido cafeico se encuentra en la
composicion de la fraccion de acetato de etilo, mientras que el dcido p-hidroxibenzoico

forma parte de la composicion del extracto etandlico.

Se realiz6 otra placa idéntica para el revelado con DPPH, en la cual tanto los patrones
como el extracto y las fracciones adquirieron coloraciéon amarilla, por lo que sugiere que

tienen actividad antioxidante.
4.3. Analisis cuantitativo de fenoles totales.

El contenido en fenoles totales se cuantificé utilizando como patrén de referencia el
dcido gdlico. Para ello, se realizaron disoluciones seriadas con el objetivo de obtener
una recta de calibrado en la cual se representaron los valores de absorbancia en el eje de
las ordenadas frente a las concentraciones (Figura 9). Posteriormente, se obtuvo la
ecuacion por el método de los minimos cuadrados, comprobando que el rango de
concentraciones cumple la linealidad (R2 = 0.969). La ecuacidn resultante se utilizé

para el cdlculo de los fenoles totales presentes en los muestras.
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Figura 9. Recta de calibrado del acido galico.

A partir de las absorbancias obtenidas de las distintas fracciones de la muestra vegetal,
se extrapolaron los datos con respecto a la anterior recta de calibrado, dando lugar a

siguientes resultados (tabla 6):

MUESTRA VEGETAL CONCENTRACION FENOLES (ug
ac. galico/ml)
EHE 9,34 +0.84
FHEX 9,51 +£1,73
FDCM 12,18 £0.09
FACET 23,85+ 1,44
FAC 11,39 £ 0,62

Tabla 6. Concentracion fenélica del extracto etandlico y las fracciones tras la

extrapolacion en recta de calibrado (n=3).

Finalmente, procediendo a los cdlculos necesarios, se hall6 la cantidad de fenoles totales

contenidos en las fracciones del extracto vegetal como se muestra a continuacién (figura
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10), con el fin de expresar el resultado final en mg de 4cido gdlico por gramos de

extracto seco.

Fenoles totales
300

%k %k

250

200

150

mg AG/mL

100

50

B EHE MEFHEX ®FDCM FACET mFAC

Figura 10. Contenidos en fenoles totales expresados en mg de acido galico por
gramo de Ext° seco. Resultados expresados como media + error de n= 3. ANOVA

+ Tukey. FACET vs EHE, FDCM, FHEX, FAC: *** (p < 0,001).

. Patron acido galico a diferentes concentraciones, por triplicado

J—

Blanco (EHE) 5 SO : nco (FHEX)
EHE : '

(por triplicado) @& ' | triplicado)

Blanco (FAC)
FAC
(por triplicado)

(por triplicado)

Figura 11. Microplaca obtenida para el ensayo cuantitativo de fenoles.
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A partir de los resultados obtenidos se puede observar que la fraccion de acetato de etilo
contiene una mayor concentraciéon de fenoles totales, aproximadamente el doble de
concentracion que el resto de fracciones y el extracto etandlico, concretamente la
fraccion en acetato de etilo contiene 23,85 + 1,44 pg de 4cido gdlico/ml/100 pg de
extracto seco, lo cual corresponde a un contenido en dcidos fenoles de 238,54 + 14,43
mg 4cido gélico por gramo de extracto seco. El contenido en &cidos fenoles de la
fraccion acuosa fue 113,86 + 6, 21 mg de 4cido gdlico por gramo de extracto seco.
Resultado que coincide con el obtenido por otros autores (Pereira et al., 2017), cuyo
contenido fue de 76,5 + 2,62 mg/g, ya que aunque hay una ligera variacién quizds

debido al diferente tipo de preparacion de los extractos para realizar la técnica.
4.4. Analisis cuantitativo de flavonoides totales.

El contenido total de flavonoides también se analizé mediante la técnica descrita por
Sandra Gouveia y colaboradores (Gouveia et al., 2011), utilizando como patrén de
referencia la rutina (heterdsido de la quercetina) a distintas concentraciones. Los valores
de absorbancia resultantes fueron representados frente a las concentraciones finales
ensayadas, de forma que se obtuvo la ecuacion de la recta por el método de los minimos
cuadrados, comprobando que el rango de concentraciones cumplia la linealidad
(R?=0,995). La ecuacién de la recta obtenida fue utilizada para el posterior cdlculo de

las concentraciones de flavonoides en las muestras.

Patrén Rutina (pg/ml) y =5,119x + 0,054
R?= 0,995

w
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/
/
g e EDIA

——Lineal (MEDIA)

N
(9]

N

Absorbancia
=
(2]

[EEN

o
&)

o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentracién Rutina (ug/ml)

Figura 12. Recta de calibrado del patron de referencia rutina.
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Los resultados se muestran en la tabla 7:

MUESTRA VEGETAL CONCENTRACION
FLAVONOIDES (pg Rutina/ml/2,5
mg extracto)

EHE 93,38 +5.86
FHEX 74,23 + 14.06
FDCM 137,23+ 4
FACET 365,11 + 3,13

FAC 75,89 + 22,37

Tabla 7. Concentracion de flavonoides totales en la muestra.

Usando los datos anteriormente registrados, se calcularon las concentracién en mg

flavonoides (eq. en rutina/g extracto seco) (figura 13):

Flavonoides totales

160
* % %

140

v 120
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Q0 100
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©
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)

€ 40
; - - -
0

B EHE W FHEX FDCM FACET B FAC

Figura 13. Contenido en flavonoides expresado en mequivalentes de rutina por
gramo de Ext° seco. Resultados expresados como media + error de n=2. ANOVA
+ Tukey FACET vs EHE, FDCM, FHEX, FAC: *** (p < 0,001).
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Figura 14. Microplaca obtenida para el ensayo cuantitativo de flavonoides.

Mediante dicho método se determiné para la fracciéon de acetato de etilo 364,11 + 3,13
pg de rutina/ml/2,5 mg de extracto seco, lo cual corresponde a un contenido en

flavonoides de 146,04 + 1,25 mg rutina por gramo de extracto seco.

Se comprueba que la fraccion de acetato de etilo tiene una composicién mds rica en
dcidos fenoles y flavonoides que el resto de las fracciones, por lo que es un disolvente

mads apropiado para extraer estos compuestos.
4.5. Estudio de la actividad antioxidante de los extractos y fracciones.

Los resultados de actividad antirradicalaria se expresan en porcentaje de DPPH captado,
ya que el propio DPPH actia como control. Las muestras con mayor coloracién

amarilla se corresponden con las de mayor actividad antioxidante.

La ICs se calculd a partir del porcentaje de inhibicion frente a la concentracion de las
muestras. Los valores de ICsy para el extracto etandlico, las fracciones y el patrén de

referencia se muestran en la tabla &:
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EHE 36,76 £ 2,79
FHEX 46,79 + 0,49 ##
FDCM 29,51 £0,49
FACET 11,46 + 0,34%**

FAC 27,67 £ 0,66

Acido cafeico. 27,56 £ 0,45

Tabla 8. Resultados expresados en ICs) del extracto, fracciones y patron.

Resultados expresados como media * error de n= 2. ANOVA + Tukey FACET vs
EHE, FDCM, FHEX, FAC, Acido cafeico: *** (p < 0,001). FHEX vs FACET,

FDCM, FAC, Acido cafeico: ## (p<0,01).

Blanco

Solo DPPH| s

6,25 pg/ml
12,5
25 pg/ml
50 pg/ml
100 pg/ml

200 pg/ml

Blanco

Sélo DPPH

16,25 pg/ml

12,5 pg/ml

25 ng/ml

5 50 pg/mi
100 pg/mi

200 pg/ml

atr !“'-’v

cafeico

Figura 14. Microplaca obtenida para el ensayo de captacion del radical de DPPH.

Se puede deducir que la fraccion de acetato de etilo presenta una mayor actividad

antioxidante con una ICsy de 11,46pg/ml, lo cual se debe a la alta concentracion en

compuestos fenoles y flavonoides. El valor de 1Csy fue incluso menor que el obtenido
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para el patrén de referencia 4cido cafeico (ICsp: 27,56pg/ml). La alta actividad
antioxidante de Helichrysum picardii fue demostrada en otros estudios (Pereira et al.,
2017), cuyos resultados confirman la fuerte capacidad antioxidante in vitro de las
sumidades floridas de helicriso, de forma que su uso podria ser de interés en la

prevencién de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.

Por todo ello, decidimos analizar el perfil fitoquimico de esta fraccion por
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas
(HPLC/EM) para determinar su perfil fitoquimico ya que es el extracto que presenta

mayor riqueza en su composicion, y por tanto, mayor actividad.
4.6. Perfil fitoquimico de la fraccion de Acetato de etilo mediante HPLC/EM.

Para el andlisis se prepard la muestra en una solucion de 3 mg/ml de metanol 50%. Se
obtuvo un cromatograma (figura 15) del que se determinaron con un alto porcentaje de

fiabilidad los compuestos que se exponen en la tabla 9.
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COMPUESTO + |AREA  |RT FORMULA MASA m/z
Acido Cafeico - 1,50E+09 4,06 C9H804 179,03474
Acido L(-)-malico - 1,12E+09 0,54 C4H605 133,01405
Kaempferol-3-O-Glc - 9,80E+08 6,11 C21H20011 447,0929
Luteolin-4'-O-Glc - 9,80E+08 6,11 C21H20011 447,0929
Acido Protocatequico - 6,57E+08 2,23 C7H604 153,01913
Acido Clorogenico - 5,81E+08 3,88 C16H1809 353,08749
Acido 4-hidroxibenzoico - 3,52E+08 3,38 C7H603 137,02417
Quercetina - 3,33E+08 6,70 C15H1007 301,03519
Morina - 2,05E+08 6,34 C15H1007 301,03522
Acido succinico - 1,72E+08 0,90 C4H604 117,0191
Taxifolina - 1,25E+08 5,04 C15H1207 303,05093
Apigenina-7-O-Glc - 1,06E+08 6,02 C21H20010 431,09784
Acido Quinico - 1,03E+08 0,53 C7H1206 191,05598
Acido Salicilico - 6,69E+07 5,82 C7H603 137,02417
Kaempferol - 6,49E+07 7,26 C15H1006 285,04025
Acido p-Cumarico - 5,62E+07 4,84 C9H803 163,03987
Acido gentisico - 411E+07 3,30 C7H604 153,01912
Acido 4-O-cafeoilquinico - 2,85E+07 4,08 C16H1809 353,08728
Sulfuretina - 2,26E+07 6,55 C15H1005 269,04526
Luteolina - 1,76E+07 6,88 C15H1006 285,04016
Pinocembrina - 1,39E+07 8,11 C15H1204 255,06598
Luteolin-7-O-Glc - 1,26E+07 5,61 C21H20011 447,09271
Eriodictiol - 7,26E+06 6,31 C15H1206 287,05591
Acido Dihidrocafeico - 7,24E+06 3,92 C9H1004 181,05049
Isorhamnetina - 6,86E+06 7,39 C16H1207 315,05075
Fisetina - 5,16E+06 6,18 C15H1006 285,04028
Quercetina-4'-O-Glc - 4,41E+06 6,00 C21H20012 463,08762
Acido Piruvico - 4,36E+06 0,54 C3H403 87,00865
Aromadendrina - 3,41E+06 5,65 C15H1206 287,05594

32




Acido 2,4-Dihidroxibenzoico | - 3,06E+06 3,82 C7H604 153,0191

Acido Ferulico - 2,05E+06 517 C10H1004 193,05026
Acido L-glutamico - 1,53E+06 0,50 C5HINO4 146,04562
Naringenina - 1,02E+06 6,84 C15H1205 271,06085

Tabla 9. 34 compuestos confirmados en la fraccion de acetato de etilo, ordenados

segiin el area, de mayor a menor. Técnica HPLC/EM.

En este estudio se identificaron 34 compuestos, la mayoria de ellos de caricter fendlico
entre los que caben destacar los dcidos fenoles: cafeico, protocatequico, clorogénico, 4-
hidroxibenzoico, salicilico, p-cumadrico, gentisico, 4-O-cafeoilquinico, dihidrocafeico y
ferdlico. En el caso del 4cido salicilico fue identificado por primera vez en un estudio
reciente llevado a cabo en la misma especie y con diversas partes de la planta (Pereira

et al., 2017).

Encontramos diferentes tipos de flavonoides y ademas algunos como agliconas y otros
como heterdsidos, pero los mds abundantes son los flavonoles destacando el
Kaempferol y sus heterésidos, y la quercetina y sus heterdsidos. Cabe también destacar
algunas flavonas como luteolina, y sus heterdsidos, flavononas como pinocembrina y
eriodictiol. La presencia mds rara en la naturaleza de la aurona, sulfuretina y del

flavonolol, aromadendrina.

Algunos de estos compuestos como el dcido cafeico, el 4cido clorogénico y el dcido p-
hidroxibenzoico ya han sido identificados por otros autores (Pereira et al., 2017), pero
sin embargo la morina y la sulfuretina es la primera vez que se describen en la especie

H. picardii Boiss. & Reuter.

Existen también en el estudio otros compuestos no fendlicos como el acido piravico, el

acido quinico, el mélico y el L-glutdmico.

El hecho de existir esta gran cantidad de compuestos fendlicos en la fraccidn de acetato
de etilo justifica la actividad antioxidante mostrada en el ensayo de captacion del radical

DPPH.

El oxigeno pude ser como sabemos fuente de diferentes patologias a través de la
produccion incontrolada de radicales libres que son capaces de dafiar macromoléculas

(lipidos, proteinas, hidratos de carbonos, acidos nucleicos...) y alterar procesos
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celulares. Por ello, terapias antioxidantes y mas si son de origen natural pueden prevenir
o al menos disminuir el deterioro funcional orgénico producido por el estrés oxidativo.
De esto se deduce el interés de esta fraccion obtenida a partir de los capitulos florales de

la especie Helichrysum picardii Boiss. & Reuter.
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6. CONCLUSION

A partir del estudio de los capitulos florales de la especie Helichrysum picardii Boiss. &

Reuter se puede concluir que:

1. El contenido en fenoles totales y flavonoides fue bastante mayor en la
fraccion de acetato de etilo con respecto a las fracciones de diclorometano, n-

hexano y acuosa.

2. El efecto antioxidante que presenta la fraccion en acetato de etilo se puede

justificar por su alto contenido en fenoles totales.

3. El andlisis fitoquimico por HPLC/EM de la fraccién de acetato de etilo
permitié identificar hasta 34 compuestos entre los que se encontraban dcidos
fenoles, flavonoides y otros &cidos organicos, destacando por su mayor
proporciéon el &acido fenol cafeico y su derivado dcido clorogénico, y los
flavonoides en forma de heterdsidos, principalmente flavonoles y flavonas

heterdsidicas.

4. Podemos concluir que el extracto etandlico de la especie Helichrysum picardii
Boiss. & Reuter y en particular la fraccién de acetato de etilo, por su potente
actividad antioxidante, son de interés en la elaboracién de preparaciones

farmacéuticas efectivas frente al dafio producido por el estrés oxidativo.
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