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CAPITULO |
l. Introduccion

Desde tiempos ancestrales, las plantas medicinales han constituido una fuente esencial de
remedios naturales para el tratamiento y la prevencion de diversas enfermedades. En
multiples culturas alrededor del mundo, especialmente en aquellas con una rica tradicién
herbolaria, el conocimiento empirico sobre el uso de especies vegetales ha sido transmitido
de generacion en generacién, formando parte integral del sistema de salud comunitario.
Dentro de este contexto, la medicina tradicional mexicana (MTM) destaca como un legado
cultural y terapéutico profundamente arraigado, que combina practicas curativas y un vasto
conocimiento botanico. México es considerado uno de los paises mas megadiversos del
planeta, alberga una amplia variedad de plantas con propiedades medicinales
documentadas tanto en registros histéricos como en investigaciones cientificas recientes.
Se estima que existen mas de 4500 especies vegetales con uso medicinal documentado,
lo que representa aproximadamente el 15% de la flora nacional. Diversas instituciones,
como el Instituto Nacional de Medicina Tradicional (IMTA) y la Comisiéon Nacional para el
conocimiento y el uso de la Biodiversidad (CONABIO) han impulsado esfuerzos para
sistematizar este conocimiento ancestral y promover su conservacioén y validacion cientifica.
Como se ha mencionado las plantas medicinales han sido empleadas por diversas
civilizaciones para el tratamiento de enfermedades y el mantenimiento de la salud. Su uso
esta basado en la presencia de compuestos bioactivos (como alcaloides, flavonoides,
terpenoides, saponinas, taninos entre otros) que poseen propiedades farmacolégicas. En
estas Ultimas décadas, el estudio de las plantas medicinales ha despertado un renovado
interés cientifico debido a la necesidad de descubrir nuevas moléculas con potencial
terapéutico, especialmente ante la creciente resistencia a farmacos y los efectos adversos
de tratamientos convencionales. Este enfoque ha llevado al desarrollo de productos
fitoterapéuticos, extractos estandarizados y compuestos aislados que han sido integrados
a modelos experimentales in vitro e in vivo, permitiendo evaluar su seguridad, eficacia y
mecanismos de accion. El estudio de los efectos de plantas medicinales sobre sistemas
biolégicos requiere un enfoque multidisciplinario que combine la etnobotanica, la
farmacologia, la toxicologia y la biotecnologia. El avance de la gendmica y la metabolomica
ha abierto nuevas posibilidades para analizar con mayor profundidad las interacciones
planta-organismo. Uno de los principales desafios en la investigacion de las plantas
medicinales radica en la estandarizacion de los extractos, la variabilidad en la composicién
quimica dependiendo del ambiente de cultivo y la falta de protocolos experimentales
uniformes. A pesar de ello, numerosos estudios han demostrado la validez de ciertos usos
tradicionales a través de investigaciones controladas, lo que ha impulsado su inclusion en
politicas de salud publica y programas de medicina complementaria.

En la actualidad a nivel mundial se conocen cerca de 250.000 especies vegetales, de las
cuales alrededor del 10% han sido materia de estudio en el contexto de su posible actividad
farmacoldgica. Se ha descrito que las propiedades fitoquimicas y los agentes bioactivos no
solo depende de la especie de planta sino también de la parte morfoldgicas de la planta

(flor, semilla, tallo, corteza, fruto, hoja y embrién)'2.
- - - - - - - - - ]
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Los efectos bioldégicos mas reportados para extractos vegetales han sido: antidiabético,
antiosteoporético, antimicrobiano, hepatoprotector, antiinflamatorio, antipaludico,
antienvejecimiento, inmunomodulador, antioxidante, antihipertensivo y anticancerigeno
principalmente 34 . La evaluacion bioldgica de los extractos vegetales se puede llevar a
cabo en diferentes niveles:

1. Ensayos in vitro, que permiten explorar mecanismos moleculares y celulares
mediante lineas celulares especificas o0 modelos organotipicos,

2. Ensayos in vivo, comunmente realizados en modelos animales que permiten
observar efectos sistémicos, evaluar la farmacocinética, toxicidad y respuesta
inmunoldgica.

3. Estudios clinicos, aunque mas limitados son esenciales para validar la eficacia y
seguridad en humanos.

Por lo anterior es que es importante contar con sistemas de estudios adecuados para la
evaluacion de los efectos de los extractos de plantas. En este sentido, una propuesta ha
sido la utilizacion de microorganismos como modelos biolégicos en la evaluacion de
extractos de plantas medicinales como una estrategia cientifica eficiente, reproducible y
ética para la identificacion de compuestos bioactivos con potencial terapéutico. El uso de
microorganismos permite una primera aproximacién al efecto de los metabolitos
secundarios de los extractos vegetales, particularmente en lo que respecta a sus
propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antiparasitarias y citotoxicas. A nivel
internacional, el uso de microorganismos como modelos biolodgicos en estudios de extractos
de plantas es uno de los enfoques mas frecuentes y consolidados en farmacologia,
farmacognosia y microbiologia aplicada. Lo anterior debido a factores como:

e La simplicidad y rapidez experimental. Los microorganismos (especialmente
bacterias y levaduras) son modelos altamente eficientes para estudios prelimianres
debido a su rapido crecimiento facilidad de cultivo y requerimientos nutricionales
minimos. Esto permite evaluar en poco tiempo los efectos antimicrobianos,
mutagénicos, antioxidantes o téxicos de los extractos vegetales.

¢ Alta reproducibilidad y bajo costo. A diferencia de modelos animales o celulares
mas complejos, los sistemas microbianos presentan una alta consistencia entre
réplicas experimentales y una notable reduccion de costos logisticos y éticos lo cual
es clave para la exploracion inicial de bioactividad.

¢ Modelos para actividad microbiana y mecanismos de accién. Muchas especies
bacterianas como E. coli, S. aureus y P. aeruginosa, son modelos estandar para
probar extractos con posible accion antibidtica. También pueden emplearse
mutantes o cepas especificas para investigar mecanismos moleculares de
interaccion (REF).

Indicadores de estrés oxidativo y actividad antioxidante. Microorganismos como S.
cerevisiae permiten estudiar los efectos antioxidantes de extractos vegetales a través de
indicadores intracelulares como ROS (especies reactivas de oxigeno por sus siglas en
inglés), peroxidacion lipidica y dafno al DNA.

L ________________________________________________________________________________________|
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Ensayos estandarizados globalmente. El uso de métodos como Kirby-Bauer,
microdilucion en caldo y ensayos de inhibicion de crecimiento microbiano estan
estandarizados internacionalmente (CLSI, EUCAST), lo cual facilita la comparacién entre
estudios y validacion interlaboratorio .Aunado a lo anterior, en México se han llevado a cabo
estudios sobre la evaluacion de extractos de plantas medicinales en sistemas
microbioldgicos, siendo las bacterias los sistemas mas comunmente utilizados en este tipo
de estudios. Algunos de los extractos de plantas evaluados utilizando microorganismos
fueron Arganome mexicana, Kalanchoe diagremintiana, Capsicum annum, Cestrum
nosturnum, Clinopodium mexicanum, Agastache mexicana y Chrysactinia mexicana. A los
cuales se les reportd principalmente actividad antibacteriana .

Por otro lado, aunque se ha descrito muy bien el uso de bacterias y levaduras y sus ventajas
para evaluar el efecto de extractos de plantas medicinales en estos sistemas, poco se ha
reportado la aplicacién de sistemas microbioldgicos fungicos en este tipo de estudios.

2.0 Relevancia del estudio de hongos y levaduras como modelos biolégicos

Los hongos tienen un papel muy importante como componentes del microbiota donde
actuan como simbiontes, enddfitos, parasitos o saprotorfos®8, pueden colonizar eucariotas
superiores desde plantas hasta humanos’. Los hongos, generalmente, pueden ser
microscopicos a macroscopicos e incluyen organismos unicelulares como levaduras y
organismos multicelulares como los hongos filamentosos. Los hongos filamentosos
desarrollan filamentos delgados de 2 a 10 um (hifas) en intrincadas estructuras de red
(figura 1).

Figura 1. Aislamiento y cultivo de hongos fitoparasitos de Fusarium en placa de Petri de PDA.

Los hongos, gracias a su crecimiento filamentoso y capacidad de secretar proteinas y
metabolitos, son altamente eficaces en la produccién natural y biotecnolégica de
compuestos. Estas propiedades los convierten en herramientas valiosas para industrias
sostenibles, con aplicaciones en la produccion de textiles, biocombustibles, materiales,
alimentos, tratamiento de aguas y farmacos como antibioticos y estatinas®®'°, Respecto a
las cuestiones ambientales relacionadas con la contaminacién y los residuos toxicos, los

L ________________________________________________________________________________________|
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hongos se caracterizan por su alta resiliencia en condiciones de estrés y una notable
capacidad de adaptacion a diferentes entornos por lo que han sido utilizados en procesos
de biorremediacién de compuestos farmacéuticos, residuos agricolas o la degradacion de
diversos contaminantes'. Una de aplicaciones mas importantes es en la agricultura, ya que
los hongos pueden participar en la mejora del crecimiento y en la proteccién de las plantas.
Por ejemplo, los hongos micorrizicos establecen una asociacion mutualista con las raices
de las plantas, mejorando la absorcién de nutrientes por la planta al aumentar el area
superficial del sistema radicular. Esta relacion ayuda a los sistemas vegetales a acceder a
nutrientes como el fésforo y nitrégeno, que no estan facilmente disponibles en el suelo. Por
otro lado, los hongos enddfitos colonizan el tejido vegetal'®'*; y su compleja interaccion
entre los hongos enddfitos-tejido vegetal implica la modulacion del mecanismo de defensa
de la planta en términos de inhibicion de fitopatdgenos y estimulacion del crecimiento de
las plantas incluso en condiciones de estrés bioticos y abiotico’. Las aplicaciones descritas
tienen el potencial de mejorar el rendimiento de los cultivos, reducir el uso de fertilizantes y
pesticidas sintéticos, evitar el uso de compuestos téxicos y promover practicas agricolas
sostenibles'®. En los estudios recientes se ha reportado diferentes enfoques de estudio,
para elucidar los componentes de extractos de plantas con el objetivo de poder relacionar
los efectos biolégicos encontrados en las investigaciones ya realizadas.

De lo anterior, un ejemplo es especifico son los hongos del género Trichoderma los cuales
se han establecido como modelos de estudio clave debido a su versatilidad fisiologica en
procesos de biocontrol agricola. Asi mismo nivel industrial su produccion de enzimas como
quitinasas, celulasas y proteasas es de gran interés biotecnoldgico y farmacéutico. Por otro
lado, en microbiologia médica, se ha explorado su uso para la sintesis de compuestos
antimicrobianos y nanoparticulas, asi como para estudios de respuesta fungica al estrés o
metabolitos secundarios. Estudios recientes han documentado el uso de Trichoderma
harzianum, T. asperellum y T. viride en la evaluacién de extractos de plantas como
Azadirchte indica, Ocimum basilicum y Eucalyptus globulus. En este sentido, la evaluacion
de extractos vegetales sobre hongos del género Trichoderma ha ido en aumento
enfocandose principalmente en: i) la detecciéon de efectos antifungicos o inhibitorios sobre
cepas especificas, ii) la evaluacion de la compatibilidad en bioformulados y iii) la
comprension de mecanismos moleculares de resistencia o estrés oxidativo inducido por
fitocompuestos. Por lo anterior es que en este proyecto de tesis se planted el uso de hongos
del género Trichoderma para llevar a cabo la evaluacion del efecto de extractos de plantas
mediciniales.

Por otro lado, en el contexto de la microbiologia industrial y la bioquimica, las levaduras son
microorganismos eucariotas unicelulares del reino Fungi (principalmente filums
Ascomycota y Basidiomycota), con capacidad de metabolizar azucares y otros compuestos
organicos mediante rutas fermentativas o respiratorias. Poseen un nucleo delimitado,
organelos membranosos y pared celular conformada por glucanos, mananos y quitina, lo
que les confiere resistencia mecanica y osmotica. Bioquimicamente, destacan por su
versatilidad metabdlica, utilizando diversas fuentes de carbono y nitrégeno para producir
metabolitos primarios como etanol, glicerol, acidos organicos y metabolitos secundarios de
relevancia bioldgica, ademas de tener la capacidad de producir biomasa rica en proteinas
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y vitaminas. En microbiologia industrial, especies como Saccharomyces cerevisiae,
Candida utilis y Yarrowia lipolytica funcionan como biocatalizadores en fermentaciones
controladas, empleadas en la elaboracion de alimentos, bebidas, aditivos nutricionales,
bioetanol, enzimas industriales y metabolitos de alto valor agregado. El estudio bioquimico
de sus rutas metabdlicas permite optimizar el rendimiento, robustez y productividad en
procesos industriales. Histéricamente la importancia de las levaduras para la humanidad
radica en su amplio uso en la produccion de alimentos. Por ejemplo, para la produccién de
productos tradicionales japoneses como condimentos o bebidas alcohdlicas Aspergillus
oryzae es la especie predominante en los procesos de fermentacion’. Sus esporas son
mezcladas con arroz calentado, estda mezcla resultante se combina con soja, agua y
levaduras para fermentar'®. En este sentido las levaduras del género Saccharomyces son

a nivel global las mas ampliamente utilizadas en la elaboracion de cerveza, pan, vino y kéfir
19

Las levaduras en especial las del género Saccharomyces han acompafnado a la humanidad
desde los origenes de la produccién de pan, cerveza y el vino. Sin embargo, su papel va
mucho mas alla de la produccion de alimentos tradicionales. Actualmente, estos
microorganismos son capaces de proveer nutrientes esenciales y compuestos con actividad
biolégica que pueden no solo satisfacer los requerimientos nutricionales esenciales y
asimismo mejorar la salud del ser humano. En este sentido especies como S. cerevisiae y
S. boulardii se emplean ampliamente en la elaboracion de extractos nutricionales,
suplementos dietéticos y probidticos debido a su alto contenido de proteinas, vitaminas del
complejo B, minerales y enzimas digestivas, ingredientes funcionales clave en la
alimentacion moderna. Las levaduras sintetizan metabolitos secundarios como melatonina,
serotonina y tirosol, compuestos con propiedades antioxidantes, neuroprotectoras y
moduladoras del sistema inmune. En forma de extractos deshidratados, también se utilizan
como potenciadores naturales del sabor en caldos, salsas y alimentos procesados
reemplazando aditivos sintéticos. Y en biotecnologia industrial, su versatilidad se extiende
a la produccion de enzimas, pigmentos, aminoacidos, acidos organicos y proteinas
heterdlogas utilizadas en farmacos, vacunas y suplementos. Entre los principales procesos
de enriquecimiento de levaduras para consumo humano, destacan la bioacumulacién de
micronutrientes (como Fe, Zn o Se) durante el cultivo, la exposicidon a condiciones de estrés
controlado (como presion elevada, limitacion de oxigenos o variaciones de pH) y la adicién
de compuestos bioactivos en que estimulan las rutas metabdlicas especificas. Estos
procedimientos permiten modificar de forma dirigida la composicion funcional de la biomasa
sin comprometer su seguridad ni su viabilidad tecnoldgica siendo los objetivos principales
mejorar el valor nutritivo de productos fermentados, promover la sostenibilidad mediante el
aprovechamiento de residuos vegetales o subtratos simples y generar soluciones viables
para la prevencion de enfermedades a través de la dieta. Por ello, el uso estratégico de
cepas de levadura enriquecidas representa una herramienta clave en la biotecnologia
alimentaria moderna, con impacto tanto en la salud publica como en la innovacion del sector

agroalimentario. Un area poco explorada en los procesos de enriquecimiento de levaduras
es el uso de extractos de plantas, una estrategia que podria favorecer no Unicamente el
crecimiento microbiano y perfil metabdlico de las levaduras, sino también podria mejorar la
capacidad de estos microorganismos para generar biomasa funcional, con aplicaciones en
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alimentos, suplementos y productos nutracéuticos. Estudios recientes han demostrado que
extractos plantas como Rosmarinus officinalis, Hypericum perforatum o Pistacia lentiscus
pueden modular la viabilidad de las levaduras industriales e inducir la sintesis de
mestabolitos secuandarios.

En este sentido, los estudios de la interaccién entre levaduras y extractos vegetales
constituyen una linea innovadora que combina biosprospeccion, salud y sostenibilidad. La
generacion de levaduras enriquecidas en metabolitos secundarios abre la puerta a nuevos
productos fermentados funcionales, capaces de contribuir a la salud publica, al desarrollo
de alimentos de nueva generacion y al aprovechamiento biotecnolégico de recursos
naturales?.

Con base en lo anterior es que en este proyecto de tesis se plantedé como objetivo llevar a
cabo el estudio sistematico del efecto biolégico de extractos de plantas medicinales,
utilizando como modelo biolégico de estudio levaduras del género Saccharomyces. El
contexto de esta propuesta de estudio se basdé en la simplicidad de llevar a cabo el
crecimiento y manejo de las levaduras y por el enfoque en la aplicacion del conocimiento
generado en procesos de enriquecimiento con especial interés en la sintesis de metabolitos
de interés nutracéutico.

Uno de los aspectos importantes en el estudio de los extractos de plantas, es la
caracterizacion quimica. Para tales efectos, se utilizan herramientas analiticas propias de
la metaboldmica.

3.0 Metabolémica en el estudio de extractos vegetales.

La metabolomica es el area de investigacion emergente que se encarga del estudio
cuantitativo y/o cualitativo del conjunto completo de metabolitos presentes en un
organismos, tejido, célula o fluido biolégico bajo condiciones especificas. Los metabolitos
son pequenas moléculas (<1.5kDa) generadas como intermediarios o productos finales de
del metabolismo, e incluyen aminoacidos, acidos organicos, azucares, nucledétidos, lipidos,
polifenoles, por mencionar algunos?'. A diferencia de la gendémica y la protedmica, la
metaboldémica refleja de forma directa el fenotipo de bioquimico de un sistema, ya que
integra la influencia combinada de la genética, la regulacion proteica y los factores
ambientales?. Para su estudio se emplean principalmente técnicas analiticas de separacion
como cromatografia de liquidos o de gases acopladas a espectrometria de masas (LC-MS,
GC-MS) y resonancia magnética nuclear (RMN), junto con herramientas bioinformaticas y
estadisticas multivariantes para interpretar grandes cantidades de datos.

Existen enfoques dirigidos y no dirigidos para estudiar el metaboloma. Los estudios de
metaboldmica dirigida se centran en la medicion de un tipo especifico de metabolitos.
Mientras que, la metabolémica no dirigida, o "metabolémica global", utiliza un método de
seleccion o busqueda de sistematica (unbiased screening) de metabolitos sin basarse en
hipétesis previas ni en criterios preseleccionados que puedan sesgar el resultado. En lugar
de centrarse unicamente en un conjunto reducido de candidatos esperados o previamente
reportados, explora todo el espectro posible de variables medibles dentro de la técnica
utilizada, permitiendo descubrir asociaciones o0 moléculas que no se habrian considerado
con un enfoque dirigido. La metaboldmica no dirigida pretende identificar miles de
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metabolitos en un solo experimento, o que permite estudios exploratorios de metabolitos
desconocidos?. Los estudios metabolémicos no dirigidos se caracterizan por la medicion

simultanea de una cantidad de metabolitos y, por consiguiente, la generacién de gran
cantidad de datos, caracterizada con una organizacion compleja, por lo que, existe la
necesidad de herramientas bioinformaticas de alto rendimiento?*.En el contexto el estudio
de la composicion de las plantas medicinales la metaboldmica ofrece un enfoque integral
para: 1) determinar metabolitos primarios y secundarios responsables de propiedades
farmacoldgicas, 2) diferenciar ecotipos, variedades o especies relacionadas segun sus
huellas metabolémicas lo que es clave para la autenticacion y control de calidad de materias
primas vegetales, 3) estudiar la influencia de factores ambientales y agronémicos que
pueden modificar significativamente el contenido de metabolitos bioactivos, 4) vincular
metabolitos con actividad bioldgica a través de la combinaciéon de ensayos bioldgicos con
analisis multivariantes con el fin de identificar los metabolitos responsables de una actividad
especifica y 5 ) ser la base de estudios de seguridad y estandarizacién mediante la
deteccion de metabolitos potencialmente toxicos o contaminantes ademas de contribuir al
diseno de extractos estandarizados y reproducibles.

En los estudios metabolémicos se requiere de sensibilidad, reproducibilidad y cobertura
analitica amplia, como se mencioné anteriormente, tres plataformas instrumentales son las
mas utilizadas en estudios metaboldmicos, las cuales se describen brevemente a
continuecion?.

1.- Resonancia magnética nuclear (RMN): Es una técnica espectroscopica rapida y
altamente reproducible que se basa en la absorcion y reemisién de energia de los nucleos
atémicos debido a las variaciones del campo magnético externo. Dependiendo del nucleo
atomico al que se dirige el campo magnético aplicad, se generan diferentes tipos de datos
metaboldémicos.?® Sin embargo, en el analisis de muestras de origen bioldgico, el hidrogeno
es el nucleo mas frecuentemente analizado (RMN-1H), debido a su abundancia natural en
muestras biolégicas. Aunque menos frecuentes otros atomos como el carbono (RMN-13C)
y el fésforo (RMN-31P) también son analizados por RMN, lo que proporciona informacién
adicional sobre los tipos especificos de metabolitos?’. Los datos espectrales resultantes de
la RMN no solo permiten cuantificar la concentracion de metabolitos, sino que también
proporcionan informacion sobre su estructura quimica. Las areas de los picos espectrales
generadas por cada molécula se utilizan como medida indirecta de la cantidad de metabolito
en la muestra, mientras que el patron de los picos espectrales informa sobre sobre las
propiedades fisicas de la molécula, utilizada para identificar el tipo de metabolito?.

2.- Espectrometia de masas (MS) acoplada a técnicas de separaciéon cromatografica
(LC-MS y GC-MS).

La espectrometria de masas es una técnica analitica que adquiere datos espectrales en
forma de relacion m/z e intensidad relativa de los compuestos medidos. Para que el
espectrometro pueda generar las sefales para cada metabolito, es necesario que la
muestra sea ionizada. Entonces, los compuestos ionizados resultantes de cada molécula
generan diferentes patrones de picos que definen la huella de la molécula original?.

En metaboldomica, la MS suele ir precedida de un paso de separacion, paso que reduce la
complejidad del analisis biolégico y permite la identificacion en MS de diferentes conjuntos
de moléculas. Las columnas de cromatografia liquida y de gases son las técnicas de
separacion mas utilizadas®’, ya que se basan en la interaccion de los diferentes metabolitos
|
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con los materiales adsorbentes de los que se encuentran constituidos estas herramientas.
Los metabolitos con diferentes propiedades quimicas requeriran diferentes tiempos para
pasar por la columna. El tiempo que requiere cada metabolito, llamado tiempo de retencion,
se utiliza junto con los valores de m/z junto con los valores de m/z MS para generar los dos
ejes de los datos espectrales de LC-MS y GC-MS?'. Siendo LC-MS la técnica mas aplicada
para el andlisis de metabolitos (tanto polares como no polares®?).

En cuanto a las técnicas de MS, la ionizacién es uno de los factores mas importantes en
las determinaciones de metabolitos. Uno de los métodos de ionizacion mas utilizados en
estudios de metabolomica es la ionizacién por electrospray (ESI) debido a su alta
compatibilidad con técnicas de separacion liquida, como la cromatografia de alta o ultra alta
resolucion (HPLC/UHPLC). El principio de ESI se basa en la formacion de microgotas
cargadas a partir de una solucién eluida, inducida por un campo eléctrico intenso, seguida
de evaporacion del disolvente y transferencia de carga a las moléculas analizadas. Este
proceso de ionizacion suave minimiza la fragmentacion in-source, lo que favorece la
deteccion de iones moleculares [M+H]*, [M-H] u otros aductos, preservando la integridad
de metabolitos termolabiles. Una de las ventajas clave de ESI en el analisis de metabolitos
es su amplio rango de polaridad y masa, que permite detectar desde compuestos muy
polares (aminoacidos, acidos organicos, nucledétidos) hasta metabolitos secundarios de
polaridad intermedia (flavonoides, alcaloides, saponinas). Ademas, ESI es particularmente
eficaz para compuestos presentes en bajas concentraciones gracias a su alta eficiencia de
ionizacion, lo que mejora los limites de deteccion y cuantificacién. El modo de ionizacion
(positivo o negativo) se selecciona en funcién de la quimica de los analitos, ESI positivo
favorece la deteccion de compuestos basicos o neutros que forman protonados/aductos
con cationes (alcaloides, aminas, péptidos), ESI negativo es mas adecuado para acidos
organicos, polifenoles y compuestos con grupos funcionales acidos (acidos fendlicos,
flavonoides glicosilados). En estudios de metabolémica de plantas medicinales, la
posibilidad de alternar o combinar ambos modos (positivo y negativo) en un mismo analisis
amplia la cobertura metabolémica, maximizando el nimero de metabolitos detectados y
facilitando la comparaciéon quimiométrica entre diferentes muestras. Adicionalmente, su
compatibilidad con MS de alta resolucion (HRMS) y MS/MS permite no solo la anotacion de
formulas moleculares con alta exactitud, sino también la elucidaciéon estructural mediante
fragmentacion controlada (CID, HCD). Otro aspecto importante que abona al amplio uso de
ESI es su capacidad para ionizar tanto moléculas pequenas (<1000 amu), como para
moléculas grandes como péptidos y proteinas. Por otro lado, una desventaja de usar ESI
es que su eficiencia de ionizacion se ve afectada negativamente por la presencia de sales,
por lo que los métodos de cromatografia se limitan al uso de tampones volatiles como el
acetato de amonio formiato de amonio. Ademas, puede ocurrir supresion de iones cuando
los metabolitos que coeluyen compiten por un numero limitado de iones moleculares, y los
metabolitos con baja afinidad por electrones o protones no son bien determinados®® 3*.En
MS los analizadores de masas constituyen el nucleo funcional de un espectrometro de
masas, ya que separan los iones segun su relacién masa/carga y determinan la resolucion,
precision, sensibilidad y velocidad de analisis de un sistema. La eleccién adecuada del
analizador es fundamental para abordar objetivos especificos en metabolémica, como el
perfilado global, cuantificacién de biomarcadores o elucidacién estructural. Cada tipo de
analizador tiene ventajas particulares que se alinean con diferentes requerimientos
analiticos. Los analizadores de masas de configuracién simple incluyen el cuadrupolo (Q),
|

UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO 14



la trampa de iones lineal (LIT), la trampa de iones cuadrupolar (QIT), el tiempo de vuelo
(TOF), etc. Los analizadores de masas dispuestos en una configuraciéon en tandem incluyen
la trampa de iones de triple cuadrupolo (QTrap), el triple cuadrupolo (TQ), el cuadrupolo-
TOF (Q-TOF) y el Orbitrap de trampa de iones lineal- cuadrupolo (LTQ-Orbitrap)®. La
adecuada seleccién del analizador de masas es decisivo para que los estudios
metaboldmicos en plantas medicinales sean robustos y significativos. Mientras que el
cuadrupolo es ideal para cuantificacion dirigida y enfoques econémicos, los analizadores
de alta resolucién como Orbitrap y TOF permiten una cobertura mas amplia y una
identificacion confiable de metabolitos. Las configuraciones hibridas representan un punto
ideal para disenar protocolos que combinen sensibilidad, precisiéon y profundidad analitica
en un solo instrumento, algo muy valioso cuando se trabaja con extractos complejos de
plantas®® %637,

3.- Combinacién de RMN y MS (Enfoques integrados).

La integracion de datos de RMN y MS permite ampliar la cobertura no solo en cantidad sino
también en calidad estructural y cuantitativa de los metabolitos analizados. Estos enfoques
de fusién de datos estan convirtiéndose en tendencia para estudios no dirigidos en
diferentes sistemas biolégicos. Para llevar a cabo este tipo de enfoque integrado se
emplean técnicas multibloques como MB-PLS-DA, Consensus-PCA o modelos de machine
learning para analizar conjuntos de datos combinados.

4.- Procesamiento y analisis de datos en estudios metabolémicos no dirigidos

En metaboldmica no dirigida, el analisis de datos posteriores a la adquisicion mediante LC-
MS, GC-MS, CE-MS u otras plataformas sigue un procedimiento que abarca desde la
extraccién de caracteristicas hasta la interpretacion bioldgica, utilizando herramientas
quimiométricas avanzadas. En la Fig 2 se presenta un esquema de flujo de trabajo de este
tipo de estudios, donde la espectrometria de masas no se limita a la adquisicion de datos
crudos (raw data), sino depende de un proceso posterior riguroso que integra etapas de
procesamiento, identificacion, interpretacion biolégica y el uso de herramientas
quimiométricas para la extraccion de informacion relevante®®,
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Después de la adquisicion los datos en formatos propios de cada equipo se convierten a
formatos abiertos para permitir su uso en plataformas bioinformaticas abiertas (XCMS,
Mzmine, MS-DIAL). Las principales etapas incluyen: deteccién de picos y deconvolucion
para separar sefales superpuestas, alineamiento de tiempos de retencion para corregir
variaciones instrumentales entre corridas. Posteriormente se eliminan falsas sefiales y ruido
de fondo y se normalizan las intensidades para corregir variaciones no biolégicas derivadas
de la preparacién de muestras, inyeccién o respuesta instrumental. Los métodos comunes
incluyen normalizacién por: estdndares internos marcados isotopicamente, area total de
iones (TIC) o cuantiles. 34+

La etapa de la identificacion de metabolitos se realiza comparando: i) masa y patron
isotopico con bases de datos de referencia (HMDB, METLIN, MassBank; GNPS, por
mencionar algunas), ii) espectros de fragmentacion MS/MS contra bibliotecas
experimentales o in silico y iii) mediante el uso de estandares quimicos auténticos para
confirmar identidades y asignar niveles de confianza segun el sistema MSI (Metabolomics
Standards Initiative) 4>%3. En estudios no dirigidos la anotacion se realiza de manera
jerarquica siguiendo las recomendaciones de la MSI, para lo cual se han descrito 4 niveles
de identificacion, Nivel 1: confirmacion con estandar quimico y espectro de referencia; Nivel
2: Anotacion putativa basada en coincidencias con bibliotecas usando m/z patrén isotopico
y fragmentacion MS/MS; Nivel 3: Asignacion a una clase quimica sin estructura definida;
Nivel 4: Sefal desconocida pero reproducible.

Posterior a la anotacion e identificacion, una vez obtenida la matriz de datos (muestras x
variables), se aplican técnicas estadisticas y quimiométricas para explorar y modelar
informacion: analisis exploratorio PCA (analisis de componentes principales) para visualizar
tendencias, agrupamientos y valores atipicos sin suposicion previa. Modelos supervisados:
PLS-DA (andlisis discriminante por minimos cuadrados parciales), OPLS-DA y Random
Forest para discriminar grupos y seleccionar variables relevantes (VIP scores). Estadistica
univariante: ANOVA, t-test, correcciones por FDR para evaluar significancia de metabolitos
individuales**En un estudio metabolomico no dirigido, el objetivo es obtener una vision
global del perfil quimico, detectando y comparando la mayor cantidad posible de
metabolitos presentes en las muestras, sin un listado previo. Este enfoque como se ha
mencionado es idéneo para: descubrir metabolitos desconocidos o no reportados, detectar
patrones quimicos asociados a diferencias bioldgicas, generar hipotesis sobre posibles
biomarcadores o compuestos bioactivos. Sin embargo, el analisis no dirigido presenta
ciertas limitaciones: mayor incertidumbre en la identificacion (especialmente en compuestos
sin estandar comercial), cuantificacion relativa, no absoluta, alta carga de datos con riesgo
de falsos positivos si no se valida posteriormente. Por ello, es recomendable que los
hallazgos relevantes de un analisis no dirigido se confirmen y cuantifiquen mediante un
estudio dirigido. En este sentido, las ventajas de realizar un estudio metaboldémico dirigido
son: i) la validacion de biomarcadores propuestos, se confirma la identidad mediante
comparacion con estandares de referencia (Nivel 1 MSI), ii) se asegura la reproducibilidad
de la deteccion en distintas condiciones experimentales , iii) Cuantificacion absoluta, el
estudio dirigido permite usar curvas de calibracion y cuando es posible, estandares internos
marcados isotopicamente obteniendo valores precisos en concentraciones, iv) Cobertura
focalizada y mayor sensibilidad, al optimizar las condiciones instrumentales para
metabolitos especificos, lograndose un limite de deteccion mas bajo y mejor precision y iv)
Relevancia biolégica y farmacoldgica, la cuantificacién precisa permite correlacionar la
concentracién de metabolitos con actividades biolégicas o farmacoldgicas, facilitando la
interpretacioén funcional.

Para el caso de las plantas los metabolitos de estudio prioritario han sido aquellos con: a)
relevancia biologica, b) correlacion estadistica con las variables de interés (como
|
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bioactividad, respuesta al ambiente) y c) con el posible valor como biomarcadores de
autenticidad, calidad o efecto farmacoldgico. Algunos de los estudios dirigidos en plantas
se han enfocado en metabolitos con actividades biolégicas antioxidantes, antiiflamatorias,
anticancerigenas, analgésicas, antimicrobianas, principalmente. En este sentido las
ontologias de metabolitos mas estudiadas son los polifenoles, flavonoides, alcaloides,
terpenoides, saponinas, glucdsidos, azucares y amino compuestos. La importancia del
estudio de amino compuestos (principalmente aminoacidos) en plantas se describe a
continuacion.

4.0 Aminocompuestos en plantas
4.1 Importancia de las aminas primarias y secundarias biogénicas

Los aminoacidos aromaticos, se derivan del precursor chorismato, que es un intermedio de
la via del shikimato. Esta via se encuentra en plantas, arqueas, bacterias, hongos, algas y
apicomplejos. En las plantas, la via esta localizada en los plastidios y comienza con la
condensacion de fosfoenol. Las reacciones subsiguientes resultan en la produccién de
shikimato 3-fosfato, que experimenta una transferencia de grupo enolpiruvato con
fosfoenolpiruvato, catalizada por la 5-enolpiruvil-shikimato 3-fosfato sintetasa (EPSPS),
para dar lugar a 5-enolpiruvil-shikimato 3-fosfato. El producto es luego desfosforilado por la
chorismato sintasa para producir chorismato, que eventualmente se convierte en los
aminoacidos aromaticos a través de multiples reacciones catalizadas por enzimas“.El
herbicida glifosato tiene como objetivo la EPSPS. El glifosato es un analogo aminofosfénico
de la glicina con una alta especificidad por EPSPS. Se ha propuesto que los efectos
herbicidas sistémicos del glifosato no solo estan asociados con la inhibicién de los
aminodacidos aromaticos, sino también con la desregulacién del metabolismo del carbono,
lo que puede atribuirse a la acumulacion de shikimato*”48.

La via de biosintesis de los aminoacidos de cadena ramificada resulta en la produccién de
isoleucina (lle), leucina (Leu) y valina (Val) en plantas, arqueas, bacterias y hongos. En las
plantas, la via esta localizada en los plastidios, con el piruvato como precursor comun [Fig.
2(A)]. Aunque su produccion sigue diferentes puntos de ramificacion, involucra cuatro pasos
enzimaticos conservados catalizados por acetolactato sintasa/acetohidroxiacido sintasa
(ALS/AHAS), cetoacido reductoisomerasa, dihidroxiacido deshidratasa y aminotransferasa
de cadena ramificada. Especificamente, la biosintesis de Leu y Val comienza con una
reaccion de condensacion catalizada por ALS/AHAS que involucra la descarboxilacion de
dos moléculas de piruvato para producir 2-acetolactato. Posteriormente, la cetoacido
reducto isomerasa produce 2,3-dihidroxi-3-metilbutanoato, que se deshidrata a 3-metil-2-
oxobutanoato por la dihidroxiacido deshidratasa. Desde alli, la valina (Val) se sintetiza a
través de la aminotransferasa de cadena ramificada. La biosintesis de leucina (Leu) se
ramifica y requiere otros pasos catalizados por enzimas para producir 4-metil-2-
oxopentanoato antes de la reaccién final catalizada por la aminotransferasa de cadena
ramificada. La produccion de isoleucina (lle) requiere un segundo precursor, 2-
oxobutanoato, que se forma a partir de la desaminacion de treonina (Thr) por treonin
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amoniaco-liasa, también conocida como treonina desaminasa. El piruvato y el 2-
oxobutanoato se convierten luego en 2-aceto-2-hidroxibutanoato a través de ALS/AHAS,
tras lo cual cetoacido reductoisomerasa produce 2,3-dihidroxi-3-metilvalerato. En la
penultima etapa, la dihidroxiacido deshidratasa produce 2-oxo-3-metilvalerato, que se
convierte en lle por la aminotransferasa de cadena ramificada. La via esta regulada
alostéricamente mediante la inhibicion cooperativa de ALS/AHAS por los tres aminoacidos
de cadena ramificada. 4°*°

Existen varios inhibidores de ALS/AHAS como las sulfonilureas, imidazolinonas,
triazolopirimidinas, pirimidinil (tio)benzoatos y sulfonilaminocarbonil-triazolinonas. Estos
herbicidas bloguean la entrada al sitio activo de ALS/AHAS, resultando en una inhibicién no
competitiva 0 no competitiva.4®>!

En las plantas, la via de sintesis de glutamina (GIn) (esta localizada tanto en los plastidios
como en el citosol y esta involucrada no solo en la produccion de aminoacidos, sino también
en la asimilacion de amoniaco libre toxico%?®. Esta desintoxicacion comienza con la
conversién de glutamato (Glu) a GiIn a través de una reaccién de condensacion, utilizando
ATP y amoniaco, catalizada por la glutamina sintetasa (GS). La glutamina oxoglutarato
aminotransferasa, utiliza ya sea NADPH o ferredoxina como cofactor para catalizar la
conversién de GIn y el intermedio del ciclo del acido tricarboxilico, 2-oxoglutarato, de nuevo
a Glu.%®

Existen varios inhibidores de GS descritos en la literatura®?%* . El mas cominmente utilizado
es el compuesto racémico glufosinato-amonio (glufosinato), siendo solo el isémero L un
inhibidor competitivo de GS 4. L-Fosfinotricina (equivalente al isémero activo de glufosinato)
se deriva del tripeptido microbianamente producido L-alanil-L-alanil-fosfinotricina,
denominado bialafos, que se activa tras la hidrélisis después de ser absorbido por la planta
y por tanto se le denomina un "proherbicida". La fitotoxicidad sistémica de glufosinato se ha
atribuido tanto a la inhibicion de la produccion de GIn como a la acumulacién de
concentraciones toxicas de amoniaco®. Otros inhibidores bien caracterizados de GS
incluyen metionina sulfoximina y tabtoxina-B-lactama, aunque se han reportado
preocupaciones sobre la toxicidad fuera del objetivo y la falta de fitotoxicidad sistémica,
respectivamente®. Se acepta generalmente que el mecanismo de accién es similar entre
estos inhibidores, donde, al unirse a GS, se fosforilan de manera dependiente de ATP. Esto
resulta en una unién no covalente pero muy fuerte de los inhibidores modificados al sitio
activo, lo que bloquea la union de Glu®%%6-%8,

El acido aminooxiacético es un inhibidor no selectivo de transaminasas, incluyendo
quinurenina transaminasa, GABA transaminasa y aspartato transaminasa. Se ha de
mostrado que la presencia de acido aminooxiacético conduce a una deplecion de ATP, lo
cual probablemente se debe a la inhibicion de la aspartato transaminasa, un componente
esencial para llevar a cabo el ciclo malato-aspartato a través de las membranas
mitocondriales. Este ciclo es el principal medio para transportar NADH desde el citoplasma
hasta las mitocondrias para su oxidacion %°.

Hesperetina (HT) y hesperidina (HD), son dos flavanonas citricas, un subtipo de
flavonoides. Se ha encontrado que estos flavonoides ejercen acciones anti-

L ________________________________________________________________________________________|
UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO 19



gluconeogénicas mediante la inhibicion de otras enzimas gluconeogénicas. se ha
demostrado que HT y HD tienen un efecto inhibidor contra estas enzimas, pero con
diferentes potencias %2, HD exhibe un mejor efecto inhibidor hacia ALT (alanina
aminotransferasa). Mientras que HT es un inhibidor mas efectivo contra AST (aspartato
aminotransferasa). Por lo tanto, HT y HD afectan negativamente la secrecion de insulina
inhibiendo el metabolismo de alanina y aspartato (y por ende, glutamato)®-5°.

La gabaculina es un inhibidor irreversible de las aminotransferasas de acido aminico ligadas
al fosfato de piridoxal, como la aminotransferasa de aminobutirato, aminotransferasa de B-
alanina-piruvato y ornitina oxoacido aminotransferasa®-%.

Estudios mas recientes han mostrado que la gabaculina inhibe la L-alanina
aminotransferasa, la L-aspartato aminotransferasa y la D-aminoacido aminotransferasa,
con una correlacion con el intercambio enzimatico de protones de su sustrato normal”®72,

4.2 Importancia biolégica. Efecto de agentes fitoquimicos como
moduladores de las vias asociadas con la carcinogénesis

En los ultimos afnos y con la necesidad de encontrar una cura totalmente efectiva para
combatir el cancer se ha estudiado el efecto anticancerigeno de productos fitoquimicos en
diferentes sistemas bioldgicos, demostrando que algunas de estas plantas contienen
metabolitos capaces de inhibir proteinas activadoras relacionadas con células cancerosas,
vias de sefializacion y enzimas como la enzima topoisomerasa, ciclooxigenasa, MMP,
MAPK/ERK, TNK, Akt, citoquinas, Bcl-2, PI3K, quinasas CDK4, CDK2, CDC2, objetivo
mecanicista de la rapamicina (mTOR), o activando el mecanismo de reparacion del ADN,
lo que sugiere una buena alternativa de tratamiento contra esta enfermedad, tal y como se
muestra en la Figura 217374,

En secciones anteriores se ha abordado la importancia biologia de los fitometabolitos
debido a las diferentes actividades biolégicas que presentan. En este punto se abordara el
papel biolégico de los extractos vegetales, en la busqueda de soluciones contra el
desarrollo de la carcinogénesis, desde la perspectiva de la importancia de los amino
compuestos para la homeostasis del organismo.

El cancer es el crecimiento y la propagacion descontrolados de células anormales
asociados con una desregulacion de la apoptosis. Segun la Organizacion Mundial de la
Salud, cada ano se diagnostican mas de 10 millones de nuevos casos de cancer con una
tendencia estadistica en aumento, por lo que multiples disciplinas cientificas ponen como
su objetivo combatir esta enfermedad. El esquema del trabajo colaborativo e integrador que
se muestra en la Figura 3 reconociendo la importancia de la medicina botanica y en el
desarrollo de agentes anticancerigenos.

A pesar de importantes avances ya logrados en farmacologia basada en plantas, el
desarrollo de los farmacos anticancerigenos efectivos, selectivos seguros vy
econdmicamente viables sigue siendo un desafio. En cuanto a los avances, hoy en dia se
conocen productos fitoquimicos capaces de inhibir la incidencia del cancer causada por los
agentes tales como las radiaciones, virus, productos quimicos y la contaminacion
ambiental.
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Entre los diferentes virus implicados en proceso cancerigeno, se pueden mencionar, el virus
linfotrépico de células T humanas tipo | (HTLV-I), virus de la hepatitis B (VHB), varios tipos
de virus del papiloma humano (VPH), virus de Epstein-Barr (VEB), virus de la hepatitis C
(VHC) y virus de la inmunodeficiencia humana tipo | (VIH-I). Quimicamente, estos agentes
son conformados por moléculas de acidos nucleicos y en conjunto son los causantes del
15% de los casos reportados de cancer. El fundamento de su mecanismo de accion se
sustenta en que estos agentes microscépicos pueden transformar células normales en
células cancerosas después de muchos afios de latencia de a infeccion’.

Se ha demostrado que existen una amplia gama de fitoquimicos bioactivos que combaten
infecciones virales, tales como: los polifenoles, alcaloides, flavonoides,quinonas, terpenos,
proantocianidinas, ligninas, taninos, polisacaridos, esteroides, tiosulfonatos y cumarinas.

El mecanismo de accioén de estas fitomoléculas antivirales puede explicarse, mediante le
bloqueo de la uniéon del virus con la célula receptora, evitando asi el crecimiento y
reproduccion del virus, otra via de accidn corresponde a la inhibicion de enzimas tales como
la transcriptasa inversa, que evita la replicacion del material genético, mientras que
mediante la inhibicidon de las N-glicohidrolasas se evita que los agentes virulentos penetren
la célula’®.

La radiacién ionizante (RI) puede tener efectos directos e indirectos. Directamente, la Rl
puede interactuar con el ADN y provocar roturas y lesiones en la cadena de ADN. Un efecto
indirecto se caracteriza por la generacion de especies de radicales libres como los ROS,
debido al estrés provocado en organelos como el reticulo endoplasmico y la mitocondria o
la radiolisis del agua, etc. Las especies oxidativas generadas bajo la radiaciéon pueden
interactuar con las macromoléculas biolégicas como el ADN, ARN, proteinas y lipidos de
membrana, provocando disfuncidén, desregulacibn de vias de sefalizacion,
entrecruzamiento del ADN, anomalias cromosémicas’’, cuando tales eventos se vuelven
irreversibles, pueden ser los predecesores del inicio de un proceso de carcinogénesis’®

El cuerpo humano puede neutralizar las especies reactivas de oxigeno (ROS), mediante
enzimas desintoxicantes como el superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), el
glutation peroxidasa (GP) y la glutatién reductasa (GR). Este sistema de defensa también
incluye antioxidantes de alto peso molecular como la albimina y la ferritina; y antioxidantes
de bajo peso molecular como el glutation (GSH) y el acido urico. Estos sistemas de defensa
pueden fallar o ser insuficientes cuando ocurre la excesiva producciéon de ROS conduciendo
al dafno oxidativo. Existen fitoquimicos como los polifenoles que son conocidos por su
actividad antioxidante ya que sus grupos hidroxilo unidos a anillos aromaticos crean un
ambiente rico en electrones que atrapa las ROS impidiéndoles reaccionar con centros
nucleofilicos en proteinas celulares y ADN conduce al desarrollo de cancer, El tabaco, las
aflatoxinas son algunos de los carcindgenos que provocan el desarrollo del cancer por este
mecanismo.
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Los carcinégenos quimicos pueden activarse mediante el metabolismo de fase | o
desintoxicarse mediante enzimas de fase | del metabolismo de xenobibticos. Por lo tanto,
la modulacién de la actividad de las enzimas de fase | o Il mediante fitoquimicos puede ser
protectora o perjudicial dependiendo de la naturaleza del carcinbgeno quimico y del tipo de
modulacién, es decir, induccién o inhibicion de la activacion y desintoxicacion del
carcinogeno. La induccion a menudo se logra mediante la activaciéon de la expresién de la
enzima. La inhibicion, por otro lado, a menudo se debe a la inhibicién directa de la actividad
metabdlica de la enzima y ocasionalmente, a la inhibicion de su expresion genética. Se ha
demostrado que varios fitoquimicos como los polifenoles, glucosinolatos, flavonas,
flavonoles, etc. Inducen o inhiben enzimas fase | o fase Il en el metabolismo de
xenobidticos. Se sabe que la activacién del proceso de la proliferacién y diseminacién del
cancer es debido a la capacidad de las células cancerigenas de generar su propio sistema
de abastecimiento de nutrientes mediante la angiogénesis 7%,

Las metaloproteasas de matriz son enzimas liticas que degradan la membrana basal de las
células epiteliales. Al coordinarse lo hacen por medio de tres aminoacidos que pueden
variar entre histidina, glutamato, aspartato, lisina y arginina ®'. Este grupo de proteinas son
cruciales para la angiogénesis y el potencial metastasico de un tumor. Incluye colagenasas
(MMP-1, MMP-8, MMP-13), gelatinasas (MMP-2, MMP-9), estromelisinas (MMP-3, MMP-
10, MMP-7) y elastasas (MMP- 12). Se ha informado que compuestos fitoquimicos como el
galato de epigalocatequina (EGCG) inhiben la actividad de MMP-2 y MMP-9. &2

Estudios recientes han indicado que los aminoacidos cumplen propésitos esenciales de
equilibrio redox, la regulacion energética, son cruciales en la biosintesis de proteinas y en
el mantenimiento de la homeostasis. Esta amplia gama de actividades metabdlicas ha
despertado el interés en el entendimiento del papel de aminoacidos en el desarrollo del
cancer. En la tabla 1 se muestra las alteraciones de los aminoacidos reportados en
diferentes tipos de cancer.®®

Tabla 1. Alteraciones de los niveles de aminoacidos en diferentes tipos de cancer

Tipo de cancer AA en aumento AA en diminucién

Colorrectal -— Lys, Ala, Asp, Gly, His, Leu/lle,
Met,Sarc, Thr, Tyr, Val, Asn, Gin,
Cit, Phe, Try, Trp.

Pulmonar Pro, lle, Phe, Leu, Ser, Gly, Orn,His, Trp, Cit, GIn, Asn.
Ala, Tyr, Met, Lys.

Mama Thr, Pro, Ser, Gly, Ala, Orn, Arg.  GIn, Trp, His, Phe, Tyr, Gly, Asp.

Linfoma Phe, Orn. Thr, Ser, Asp, Asn, Glu, GIn, Pro,
Gly, Ala, Val, Leu, Tyr, Lys, His, Arg.

Esofagico Leu. Thr, Ser, Asp, Asn, Glu, GIn, Pro,
Gly, Ala, Val, Tyr, Lys, His, Arg, Phe,
orn.

Sarcoma Ser, Leu. Asp, Asn , Glu, GIn, Pro, Gly, Ala,

metastasico Val, Try , Phe, Orn, Lys, His, Arg.

Osteosarcoma  Glu, GIn,Val, Tyr, Lys. Thr, Pro, Gly, Ala, Leu, Phe, Orn,
His, Arg.
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&

Sarcoma deThe, Ser, Glu, Gin, Gly, Ala, Val,Asp, Asn, Pro, Tyr, His.
tejidos blandos Leu, Orn, Lys, Arg.

Al hablar de rutas biosintéticas y bioenergéticas podemos encontrar la contribucién de los
aminoacidos (AA) a través de la sintesis de la Acetil-CoA, la lipogénesis, mediada por el
catabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada. Ademas, la sintesis de los
nucleoétidos se puede llevar a cabo gracias al proceso biosintético de purinas y pirimidinas.

La glicina, la glutamina y el aspartato sirven como donantes de carbono para las
nucleobases y la glicina, serina y metionina, en forma de formiato proporcionan unidades
de carbono a través del ciclo de la metionina- folato3-%’.

Sin embargo, durante los procesos biosintéticos y bioenergéticos los aminoacidos pueden
producir derivados que favorecen el crecimiento del cancer, un ejemplo de esto son las
poliaminas derivadas de la arginina, que alteran la expresion genética ya que modulan la
estructura global de la cromatina y la proliferacion de células cancerosas. Otro ejemplo es
la quinurenina producida a partir de triptéfano, ya que induce inmunosupresion al unirse y
activar el receptor del factor de transcripcion de hidrocarburos de arilos (AhR). Esto afecta
la capacidad de las células dendriticas inmunotolerantes y de las células T reguladoras para
atacar y eliminar las células cancerosas®-3,

La proliferacion de células cancerosas provoca la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno, que pueden dafiar las macromoléculas y, en ultima instancia, provocar la muerte
celular. Para contrarrestar, las células cancerosas dependen de la sintesis de glutatién a
partir de glutamato, glicina y cisteina para mediar en el equilibrio redox®%.

Durante el ciclo del folato también se produce una cantidad significativa de NADPH
utilizando principalmente unidades de carbono derivadas de serina®.Los aminoacidos
también son fundamentales en la mediacion de la regulacion epigenética y la modificacion
postranscripcional®®®. Por ejemplo, la metilacion del ADN y de las histonas esta regulada
por niveles equilibrados de metabolitos en el ciclo de la metionina, que a su vez se
encuentra influenciado por la serina y la glicina.

De manera similar, los eventos de acetilacion de histonas que promueven la expresion
genética y la progresion del cancer requieren acetil-CoA, que puede derivarse de los
aminoacidos de cadena ramificada y la lisina. La acetil-CoA derivada de aminoacidos
también es relevante para la acetilacion de proteinas que puede favorecer el crecimiento
tumora|98,100,101_

Las transaminasas son una clase importante de enzimas en el contexto de procesos
cancerigenos. Al facilitar la interconversion de aminoacidos, las transaminasas permiten la
explotacion de las diversas funciones de los aminoacidos de fuentes irregulares. El
aspartato transaminasa, es esencial para el equilibrio redox y el crecimiento de las células
de cancer de pancreas. En el cancer colorrectal, los niveles de fosfoserina aminotransferasa
1, se han visto implicados en un mal pronéstico. La alta demanda de aminoacidos
esenciales (AAE) para favorecer el crecimiento de las células cancerosas conduce a una
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regulacion positiva de los transportadores de AAE para satisfacer estos requisitos, una
caracteristica comun de muchos canceres.

Por todo lo expuesto en la relacidén al papel de aminoacidos en carcinogénesis y en la
progresion de estas enfermedades, el interés se enfoca en la busqueda de productos
fitoquimicos-inhibidores de la sintesis de aminoacidos'9%-1%,

Diversos estudios aseguran, que la absorcion, el efecto biologico, el metabolismo y la
excrecion de fitoquimicos, dependen en gran medida de las caracteristicas fisicoquimicas
de los compuestos y de su susceptibilidad a la transformacion al involucrarse con el
ambiente bioquimico del organismo con el que interactuan. Esta interaccion se ve reflejada
en la variacion de los niveles expresados de los diversos componentes bioquimicos de los
organismos en cuestion. Al hablar de amino compuestos, diversas fuentes afirman, que los
polifenoles, influyen en contenido de estos compuestos'%7-109,

4.3. Técnicas analiticas para la determinacion de aminocompuestos.

Para demostrar la actividad de los diferentes extractos vegetales en términos de inhibiciéon
de la sintesis de aminoacidos, se requiere contar con un procedimiento confiable que
permita cuantificar estos compuestos en microorganismos y comparar los niveles de estas
biomoléculas entre los organismos expuestos al extracto de la planta y los no sometidos ha
dicho estrés.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es una poderosa herramienta que
permite la separacion de mezclas complejas en AA libres'®. En comparacién con otros
métodos analiticos, presenta ventajas en términos de tiempos de analisis mas cortos, mayor
resolucion, mayor sensibilidad y reproducible. En la tabla 2 se puede observar las diferentes
técnicas analiticas que se han utilizado para la determinacién de aminoacidos. Esta técnica
analitica se ha combinado con numerosos métodos de deteccion y ha experimentado un
numero cada vez mayor de nuevas fases estacionarias especificas y selectivas que han
mejorado la sensibilidad y especificidad en la determinacion de AA '°.

Las técnicas cromatograficas mas utilizadas para separar y cuantificar aminoacidos
incluyen la cromatografia de intercambio idnico y la cromatografia en fase reversa '''. Para
la cromatografia de intercambio iénico se emplea una columna de intercambio cationico. La
separacion aprovecha de los aminoacidos su propiedad zwinterionica, dada por la
presencia de los grupos amino y carboxilo™?.

Algunas metodologias reportadas para la determinacién de aminodacidos por cromatografia
de fase reversa emplean el uso de una columna de octadecilsilano (C18) y un gradiente a
base de acetonitriio y metanol, sin embargo, los aminoacidos no se resuelven en su
totalidad mediante esta técnica y solo los animoacidos hidréfobos como el triptéfano, la
tirosina y la fenilalanina se separan con algun grado de éxito. En consecuencia, los
aminoacidos deben derivatizarse antes de esta cromatografia. La derivatizacion quimica
tiene diferentes funciones: i) hacer que los aminoacidos sean mas hidréfobos, i) permitir la
deteccién mediante absorbancia o fluorescencia. iii) mejorar la eficiencia de ionizacién iv)
proporciona estabilidad quimica y v) mejora el rendimiento de separacion por HPLC.
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En la actualidad, para la determinacién cromatografica de aminocompuestos existe una
variedad de metodologias que mejoran la sensibilidad de estas moléculas, como lo es el
uso de ortoftalaldehido (OPA)'3, cloroformiato de 9-fluoremetilo (FMOC-CI)'#, 5-
(dimetilamino)-cloruro de naftaleno-1-sulfonilo (Dansyl-Cl), 7-fluoro-4- nitorobenzo-2-oxa-
1,3-diazole (NBD-F)"'® y 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo carbamato (AQC)".

Sin embargo, aunque la sensibilidad analitica de los aminoacidos es mayor, el tiempo
analitico aun sigue siendo un reto. En los ultimos afios se ha desarrollado otro derivatizante;
3 aminopiridil-N-hidroxisuccinimidilo (APDS)"” que ha permitido la separacion e
identificacion de al menos 105 aminocompuestos en un corto tiempo, representando una
buena alternativa para la resolucion de muestras fisioldgicas. Debido a la introduccion de
un grupo aminopiridilo que aumenta la hidrofobicidad de los derivados, facilitando su
retencién y separacién mediante HPLC de fase inversa.aumenta la hidrofobicidad de los
derivados, facilitando su retencion y separacion mediante HPLC de fase inversa.

Se ha comprobado que la cromatografia de gases y la espectrometria de masas, (GS-MS)
son una alternativa, util y adecuada para el analisis de aminoacidos. Para la utilizacion de
esta técnica con este objetivo, se tiene la necesidad de un proceso de derivatizacion las
técnicas mas actuales describen una reaccion de sililacion de los grupos amino y carboxilo
utilizando bis(trimetilsilil)trifluorocetamida (BSTFA)''8. La sililacion es un procedimiento de
derivatizacion adecuado para una gran cantidad de moléculas polares, basada en la
sustitucion de los atomos de hidrégeno activos de los grupos OH, NH, SH, por un grupo
sililo. La consiguiente reduccién de interaccion dipolo-dipolo de las moléculas objetivo da
como resultado su transformacion en moléculas de baja polaridad, mayor volatilidad y alta
estabilidad térmica, lo que las hace adecuadas para ser analizadas por GC-MS con una
notable mejora en la resolucién. Otra alternativa de derivatizacion es el uso del metil-N-
(terc-butildimetilsilil) trifluoroecetamida (MTBSTFA)''®. Este derivatizante produce derivados
de dimetil-terc-butilsililo (TBDMS), que se caracterizan por un mayor peso molecular en
comparacion con los derivados de trimetilsililo (TMS) producidos por el BSTFA, como
consecuencia de la elucion de estos derivados de TBDMS son considerablemente mas
estables'®

El analisis de aminoacidos es un procedimiento complejo de varios pasos y puede producir
resultados variables incluso dentro de un mismo lote determinado de muestras. El uso de
estandares internos y externos es importante para reducir la variabilidad de los datos.

Los estandares internos se agregan a las muestras y se analizan junto con los compuestos
de interés. Los estandares internos deben ser compuestos que estén disponibles en forma
pura y que sean estables en las condiciones a las que seran sometidos, ademas, también
deben separarse cromatograficamente de todos los demas compuestos y deben ser
detectables utilizando el método de deteccion elegido. Funcionan como control de calidad
para la adicion de tampones y reactivos, la inyeccidn y la eficiencia de la derivatizacion.
Algunos ejemplos de estandares internos utilizados en el analisis de aminoacidos incluyen
norleucina, norvalina y acido a-aminobutirico’?'-123,
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En el analisis de AA libres, los estandares utilizados para la calibracién/ cuantificacion
suelen ser mezclas comerciales de AA de conocida composicion. Dado que el estandar
externo debe ser un AA puro, es probable que la matriz difiera de la de algunas muestras,
particularmente de los alimentos y muestras biolégicas. En consecuencia, no es apropiado
corregir los datos de composicion de aminoacidos para las recuperaciones de aminoacidos
en el patron externo. A diferencia de los estandares internos, los estandares externos
proporcionan una idea de la competencia de todo el proceso del andlisis de aminoacidos '%*.

Algunos de los principales factores que contribuyen a la variabilidad en el analisis de
aminoacidos es que no existe una metodologia universal para su determinacion y debido a
esto se han considerado diferentes medidas analiticas para contrarrestar esta variabilidad,
entre las alternativas que se sugieren, el uso de material libre de aminoacidos
contaminantes, mediante una estrategia de limpieza eficiente.

La mala homogeneidad de las muestras es un factor importante que contribuye a una alta
variacion analitica. Por lo general, de la muestra a granel se toma una submuestra que es
tratada dependiendo de las necesidades y naturaleza de la muestra, es decir, se pueden
someter a secado, liofilizado, mezcla para la unién de todas las fases y/o la molienda para
obtener particulas mas finas y pequefias.

El pesaje de la muestra es el siguiente paso que debe ser vigilado para evitar y contrarrestar
la variabilidad analitica, los instrumentos utilizados para esta actividad deben ser calibrados
constantemente interna y externamente'?,

Las muestras deben equilibrarse a temperatura ambiente antes de pesarse, para evitar la
absorcion de agua de la atmosfera. Para muestras liquidas cualquier pipeta que se utilice
debe calibrarse periédicamente y el grado de la variabilidad de dosificacion'?. Todas estas
estrategias que han sido explicadas seran aplicadas para garantizar la calidad de los
resultados en la evaluacion del efecto inhibitorio de aminoacidos libres.

Existe otra vertiente que no es el objetivo de esta investigacion pero que es importante
considerar y son las estrategias para la determinacion de aminoacidos totales, que de
manera general comprende el monitoreo del pH debido a que, este parametro debe
garantizar la ionizacién de los diferentes aminoacidos hidrolizados, si es que la
determinacion se hara mediante intercambio idnico, otra consideracion que se debe hace
es la adicion de los estandares internos al inicio del procedimiento, o que permite la
correccion de la perdida fisica durante la hidrélisis. La recuperacién del estandar interno se
puede utilizar para corregir los datos de composicion de aminoacidos en busca de pérdidas
fisicas, unicamente si las recuperaciones son casi completas (es decir, pérdidas <10%). Los
estandares externos deben ser proteinas puras (evitando las glicoproteinas, ya que
presentan una variacion en el contenido de oligosacaridos) y ser recuperados casi en su
totalidad'®

El analisis de aminoacidos se puede realizar en alimentos de origen vegetal/animal, en
microorganismos, tejidos de plantas y animales o en fluidos biolégicos como sangre, orina,
contenido gastrico, saliva, etc. El analisis de estos compuestos puede ser dirigido a
aminoacidos contenidos en proteinas, aminoacidos libres o totales. Dependiendo del
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objetivo, tratamiento de muestra varia. Para la determinacion de aminoacidos libres es
necesaria la extraccidon de la muestra sin causar la degradacion de proteinas.En el
tratamiento de las muestras se debe considerar su naturaleza fisica, con el fin de mantener
la integridad fisicoquimica de los aminoacidos. En las muestras liquidas es importante la
eliminacion de agua, para evitar reacciones quimicas como degradacién enzimatica, no
enzimatica, procesos de oxidacion y desnaturalizacion de proteinas que provoquen la
pedida de la calidad de la muestra. Por lo que se opta por el uso de centrifugacion, para
separar la fase celular de la fase acuosa que lo contiene, evitando la ruptura celular y
posteriormente la aplicacion de la técnica de liofilizacion para garantizar la eliminacién del
agua'?. Posteriormente se debe proceder con el lisado celular que puede llevarse a cabo
mediante el uso de la fuerza centrifuga, otra alternativa para la lisis mecanica puede es el
uso de energia ultrasénica, posteriormente se debe agregar un agente precipitante que
ayude a la eliminacién de proteinas y un agente que disminuya los compuestos celulares
de caracter polar'?’. En el caso de las muestras solidas, deben pasar por un proceso de
trituracién hasta obtener un polvo fino, para posteriormente continuar con la precipitacion
de proteinas y limpieza de la muestra.

Para la determinacién de los aminoacidos totales es necesario liberar los aminoacidos que
conforman proteinas por lo que se sugiere realizar la hidrélisis de estas moléculas. El
método estandar de hidrolisis es la incubacién de la muestra en un ambiente libre de
oxigeno, condiciones acidas fuertes y a una temperatura constante que circunde entre los
110°C durante 18 a 24 horas'?%-"31,

La mayoria de los aminoacidos son relativamente estables; sin embargo, la cisteina, la
metionina y el triptéfano pueden oxidarse, mientras que la lisina puede reaccionar con otros
compuestos presentes en la muestra, por lo que es recomendable almacenar las muestras
a bajas temperaturas y en la oscuridad'®

permite la separacion de mezclas complejas en AA libres'®. En comparacién con otros
meétodos analiticos, presenta ventajas en términos de tiempos de analisis mas cortos, mayor
resolucion, mayor sensibilidad y reproducible. En la tabla 2 se puede observar las diferentes
técnicas analiticas que se han utilizado para la determinacion de aminoacidos. Esta técnica
analitica se ha combinado con numerosos métodos de deteccion y ha experimentado un
numero cada vez mayor de nuevas fases estacionarias especificas y selectivas que han
mejorado la sensibilidad y especificidad en la determinacion de AA 10,

Las técnicas cromatograficas mas utilizadas para separar y cuantificar aminoacidos
incluyen la cromatografia de intercambio idnico y la cromatografia en fase reversa ''. Para
la cromatografia de intercambio idénico se emplea una columna de intercambio catiénico. La
separacion aprovecha de los aminoacidos su propiedad zwinterionica, dada por la
presencia de los grupos amino y carboxilo™?.

Algunas metodologias reportadas para la determinacién de aminodacidos por cromatografia
de fase reversa emplean el uso de una columna de octadecilsilano (C18) y un gradiente a
base de acetonitrilo y metanol, sin embargo, los aminoacidos no se resuelven en su
totalidad mediante esta técnica y s6lo los aminoacidos hidréfobos como el triptéfano, la
tirosina y la fenilalanina se separan con algun grado de éxito. En consecuencia, los
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aminodacidos deben derivatizarse antes de esta cromatografia. La derivatizacion quimica
tiene diferentes funciones: i) hacer que los aminoacidos sean mas hidréfobos, i) permitir la
deteccion mediante absorbancia o fluorescencia. iii) mejorar la eficiencia de ionizacion iv)
proporciona estabilidad quimica y v) mejora el rendimiento de separacién por HPLC. En la
actualidad, para la determinacién cromatografica de aminocompuestos existe una variedad
de metodologias que mejoran la sensibilidad de estas moléculas, como lo es el uso de
ortoftalaldehido (OPA)''3, cloroformiato de 9-fluoremetilo (FMOC-CI)!"4, 5-(dimetilamino)-
cloruro de naftaleno-1-sulfonilo (Dansyl-Cl), 7-fluoro-4- nitorobenzo-2-oxa-1,3-diazole
(NBD-F)"® y 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo carbamato (AQC)"®

Sin embargo, aunque la sensibilidad analitica de los aminoacidos es mayor, el tiempo
analitico aun sigue siendo un reto. En los ultimos afios se ha desarrollado otro derivatizante;
3 aminopiridil-N-hidroxisuccinimidilo (APDS)"” que ha permitido la separacion e
identificacion de al menos 105 aminocompuestos en un corto tiempo, representando una
buena alternativa para la resolucién de muestras fisioldgicas. Debido a la introduccion de
un grupo aminopiridilo que aumenta la hidrofobicidad de los derivados, facilitando su
retencion y separacion mediante HPLC de fase inversa, aumenta la hidrofobicidad de los
derivados, facilitando su retencién y separacién mediante HPLC de fase inversa.

Se ha comprobado que la cromatografia de gases y la espectrometria de masas, (GS-MS)
son una alternativa, util y adecuada para el analisis de aminoacidos. Para la utilizacion de
esta técnica con este objetivo, se tiene la necesidad de un proceso de derivatizacion las
técnicas mas actuales describen una reaccion de sililacién de los grupos amino y carboxilo
utilizando bis(trimetilsilil)trifluorocetamida (BSTFA)''8, La sililacion es un procedimiento de
derivatizacién adecuado para una gran cantidad de moléculas polares, basada en la
sustitucion de los atomos de hidrégeno activos de los grupos OH, NH, SH, por un grupo
sililo. La consiguiente reduccién de interaccion dipolo-dipolo de las moléculas objetivo da
como resultado su transformacion en moléculas de baja polaridad, mayor volatilidad y alta
estabilidad térmica, lo que las hace adecuadas para ser analizadas por GC-MS con una
notable mejora en la resolucién. Otra alternativa de derivatizacion es el uso del metil-N-
(terc-butildimetilsilil) trifluoroecetamida (MTBSTFA)''®.Este derivatizante produce derivados
de dimetil-terc-butilsillo (TBDMS), que se caracterizan por un mayor peso molecular en
comparacion con los derivados de trimetilsililo (TMS) producidos por el BSTFA, como
consecuencia de la elucién de estos derivados de TBDMS son considerablemente mas
estables’®

El analisis de aminoacidos es un procedimiento complejo de varios pasos y puede producir
resultados variables incluso dentro de un mismo lote determinado de muestras. El uso de
estandares internos y externos es importante para reducir la variabilidad de los datos.

Los estandares internos se agregan a las muestras y se analizan junto con los compuestos
de interés. Los estandares internos deben ser compuestos que estén disponibles en forma
pura y que sean estables en las condiciones a las que seran sometidos, ademas, también
deben separarse cromatograficamente de todos los demas compuestos y deben ser
detectables utilizando el método de deteccion elegido. Funcionan como control de calidad
para la adicidon de tampones y reactivos, la inyeccion y la eficiencia de la derivatizacion.
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Algunos ejemplos de estandares internos utilizados en el analisis de aminoacidos incluyen
norleucina, norvalina y acido a-aminobutirico'-'23, En el analisis de AA libres, los
estandares utilizados para la calibracién/ cuantificacion suelen ser mezclas comerciales de
AA de conocida composicion. Dado que el estandar externo debe ser un AA puro, es
probable que la matriz difiera de la de algunas muestras, particularmente de los alimentos
y muestras bioldgicas. En consecuencia, no es apropiado corregir los datos de composicién
de aminoacidos para las recuperaciones de aminoacidos en el patrén externo. A diferencia
de los estandares internos, los estandares externos proporcionan una idea de la
competencia de todo el proceso del analisis de aminoacidos'?.

Algunos de los principales factores que contribuyen a la variabilidad en el analisis de
aminoacidos es que no existe una metodologia universal para su determinacion y debido a
esto se han considerado diferentes medidas analiticas para contrarrestar esta variabilidad,
entre las alternativas que se sugieren, el uso de material libre de aminoacidos
contaminantes, mediante una estrategia de limpieza eficiente.

La mala homogeneidad de las muestras es un factor importante que contribuye a una alta
variacion analitica. Por lo general, de la muestra a granel se toma una submuestra que es
tratada dependiendo de las necesidades y naturaleza de la muestra, es decir, se pueden
someter a secado, liofilizado, mezcla para la unién de todas las fases y/o la molienda para
obtener particulas mas finas y pequefias.

El pesaje de la muestra es el siguiente paso que debe ser vigilado para evitar y contrarrestar
la variabilidad analitica, los instrumentos utilizados para esta actividad deben ser calibrados
constantemente interna y externamente'?,

Las muestras deben equilibrarse a temperatura ambiente antes de pesarse, para evitar la
absorcion de agua de la atmosfera. Para muestras liquidas cualquier pipeta que se utilice
debe calibrarse periédicamente y el grado de la variabilidad de dosificacion'?. Todas estas
estrategias que han sido explicadas seran aplicadas para garantizar la calidad de los
resultados en la evaluacién del efecto inhibitorio de aminoacidos libres.

Existe otra vertiente que no es el objetivo de esta investigacién pero que es importante
considerar y son las estrategias para la determinacion de aminoacidos totales, que de
manera general comprende el monitoreo del pH debido a que, este parametro debe
garantizar la ionizacion de los diferentes aminoacidos hidrolizados, si es que la
determinacioén se hara mediante intercambio idnico, otra consideracion que se debe hace
es la adicion de los estandares internos al inicio del procedimiento, o que permite la
correccion de la perdida fisica durante la hidrdlisis. La recuperacion del estandar interno se
puede utilizar para corregir los datos de composicion de aminoacidos en busca de pérdidas
fisicas, Unicamente si las recuperaciones son casi completas (es decir, pérdidas <10%). Los
estandares externos deben ser proteinas puras (evitando las glicoproteinas, ya que
presentan una variacion en el contenido de oligosacaridos) y ser recuperados casi en su
totalidad.?®
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4.4. Ventajas de deteccion especifica de aminocompuestos.

Un perfil de aminocompuestos en una muestra biolégica se puede utilizar para el
diagnéstico temprano de diversas enfermedades. Ya que estas biomoléculas son
precursores de numerosos biomarcadores, por ejemplo, tirosina y prolina para 3-
nitrotirosina y trans-hidroxiprolina, respectivamente. Su presencia en el aire exhalado puede

indicar estrés nitrosativo en los pulmones '3, En el plasma de nifios autistas, se observan
niveles significativamente mas bajos de AA como leucina, isoleucina, fenilalanina, metionina
y cisteina que en muestras de control'. De igual manera, en el caso de la resistencia a la
insulina, se identificaron algunos trastornos del perfil de AA™® . Se han determinado los
niveles de fenilalanina, leucina, valina, citrulina y metionina para el diagnéstico de
fenilcetonuria, enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce, citrulinemia y
homocistinuria, respectivamente '3¢-38_El error innato del metabolismo puede determinarse
a partir del perfil de aminoacidos'®'° Ademas, en el caso de enzimopatias (fenilcetonuria
y enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce) y trastornos del transporte de AA
(cistinuria), el perfil de AA marcado puede ayudar a evaluar el estado nutricional de los seres
humanos, el cumplimiento dietético, la funcion renal, el dafo tisular y los problemas de
neuropatia "2 Un uso interesante del perfil de AA es su correlacion con el dolor. Los AA
también parecen transmitir sefiales de dolor y podrian estar involucrados en este
sindrome™3. Hasta hace poco, estos problemas de salud se atribuian Unicamente a la
composicion de L-aminoacidos. Estudios recientes han demostrado que los d-aminoacidos
(D-AA) estan presentes en los organismos en mayor cantidad y cantidad de lo que se creia
anteriormente. Los D-AA cumplen ciertas funciones biologicas en el organismo™* y se
consideran nuevos compuestos bioactivos y biomarcadores .

Se han realizado investigaciones que demuestran que el transportador de aminoacidos tipo
L 1 se asocia con la quimiorresistencia en el cancer de mama mediante la promocién del
metabolismo de aminoacidos'#®. Ademas, en el caso de la enfermedad del higado graso no
alcohdlico, se observaron alteraciones en las concentraciones plasmaticas de aminoacidos
y sus derivados. Por lo tanto, el analisis de los perfiles de AA es una herramienta importante
para el estudio de la regulacion y la desregulacion metabolémica.
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Tabla 2. Métodos analiticos utilizados para la determinaciéon de aminoacidos

Cromatografia de liquidos

METODO - TIPODE MUESTRA Aminoacidos detectados
LC—MS/MS Plasma, orina y LCR aAminobutirato, B-A(I;,CB-Aml, Cit, Cys, Eth,
LC-MS/MS | Suero | HCY (homocisteina)
LC-MS/MS Suero Val, lle, Leu, Tyr, Phe
LC-MS/MS | Plasma | Ala, B-ala, Gly, His, Leu, Hyd, etc
LC—MS/MS Plasma 1-Methyl his, 4-H|¥ﬁ;o>é¥é Pro, Ala, Arg, Cy,

D-Ala, D-Arg, D-Asp, D-GIn, D-His, D-lle, D-
LC-MS/MS Suero-plasma humano y orina Leu,
D-Lys, etc.
LC—MS/MS Suero humano D-Arg, D-Ala, D-lle, D-His, D-Glu, D-Tyr, D-
Met, D-Phe, etc.
LC-MS/MS | Plasma humano | D-Ser
LC—MS/MS Cerebro de rata D-Ser, D-Ala, D-Pro, D-Val, D-Thr, D-Leu,
D-lle, D-Met
LC-MS/MS | Miel | Ala, Arg, Asn, Asp, GlIny Glu.
Extractos de Arabidopsis
LC-ESI-MS/MS thaliana Ala, Cys, Asp, Glu, Phe y Gly.
HILIC-MS/MS Extractos celulares de Pichia Asp, Leu, Tyr, GIn, Phe, etc
pastoris
Tejido muscular, arterial y
UPLC-MS/MS muestras de sangre venosa Asp, Glu, Ser, Gly, Asn, GIn, etc.
femoral
UHPLC-MS | Sangre | Cit, Orn, Arg, Phe, Tyr, Glu.
UHPLC-MS/MS Sangre Ser, Cys, Gly, GIn, Thr,Ala, etc
UPLC-ESI-MS/MS \ Suero humano \ Ala, Pro, Tyr, Val, Met, Leu, etc
UPLC-ESI-MS/MS Extractos vegetales y miel His, Arg, Asn, GIn, Ser, Asp.
UPLC'GgTOF— Orina humana Phe, Trp, Leu, lle, Met, Val, etc.
UPLC-MS/MS SATEED CELET G Arg, Glu, Cit, Ser, Asp, Gly.

Pseudomonas aeruginosa

Cromatografia de gases

METODO TIPO DE MUESTRA Aminoacidos detectados
GC-MS | Plasma humano | Gly,Ala, Val, Leu, Trp, etc.
GC-MS Fluido cerebroespinal L-Ala, Gly, Sar, L-Val, L-Leu, L-Isoleu, etc.
GC-MS | Sangre completa | Val, Leu, lle,Met, Phe.

GC-MS Extracto celular de E.coli Glu, Met, Ala, Gly, Phe, etc.
GC-MS | Papa | Ala, B-ala, Asp, Glu, Gly.

GC-MS Tejido vegetal Gly, Ala, Val, Leu, lle, etc.
GC-MS | Tabaco | Ala, Gly, Val, Leu, lle, etc.
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A partir de la revisién bibliografica, para este trabajo de tesis se planteé llevar a cabo la
evaluacién del efecto de extractos de plantas Senna septemtrionalis™’, Amphipterygium
adstringens'® (Cuachalalate), Cuphea aequipetala™® (Hierba del golpe), Bombax ceiba'®,
Eryngium carlinae® (Hierba del Sapo), Mimosa bahamensis'®?, Laelia anceps'?, Asclepias
curassavica'™, Hibiscus sabdariffa’™®, Gymnopodium floribundum'®, Stanhopea’,
Casearia corymbusa'®, Tecoma stans'®, Cyrtopodium macrobulbon'®, Catasetum
barbatum'®®, Magnolia grandiflora'®' y Kalanchoe daigremontiana'®?. Proporcionadas por
el departamento de Farmacia de la DCNE de la Universidad de Guanajuato. Algunos de los
extractos ya han sido sujetos a estudios de metabolomica no dirigida utilizando la técnica
de GC-MS para identificar posibles metabolitos que se relacionen con el efecto biolégico
evaluado.

Como novedad del trabajo se ha propuesto usar los sistemas microbiolégicos Trichoderma
virens, Trichoderma atroviride y Saccharomyces cerevisiae para evaluar: 1) los efectos de
estos extractos y 2) la factibilidad del uso de microorganismos para pruebas de actividad
biologica. Otro punto de novedad del trabajo es la integracion de los resultados de actividad
bioldgica con los metabolitos identificados en los extractos en estudios de metabolémica no
dirigida por LC-MS. Asi mismo se planteé llevar a cabo una estrategia utilizando la técnica
de LC-MS-TQ en la modalidad de Precursor ion Scan para identificar diferencias en el perfil
de amino compuestos de los extractos de las plantas evaluadas.
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CAPITULOII
1.0 Objetivo general

Desarrollar y optimizar procedimientos analiticos para la evaluacion del efecto de extractos
de plantas medicinales utilizando microorganismos como sistemas de estudio.

2.0 Objetivos especificos

1. Evaluacion de la factibilidad del uso de los sistemas microbiolégicos Trichoderma
virens, Trichoderma atroviride y Saccharomyces cerevisiae para evaluar los efectos
de estos extractos.

2. Integracién de los resultados de actividad biolégica con los metabolitos identificados
en los extractos en estudios de metabolémica no dirigida por LC-MS.

3. Identificar diferencias en el perfil de amino compuestos de los extractos de las
plantas evaluadas utilizando la técnica de LC-MS-TQ en la modalidad de Precursor
ion Scan.
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CAPIiTULO Il
lll. Parte experimental
1.0 Equipo de laboratorio

Autoclave Modelo YX-18LM, 23.2 psi, 162°C

Balanza de precision ME303 Mettler Toledo

Campana de Flujo Laminar ICB, Modelo CFF101921, 110 W, 110 V y 60 Hz
Incubadora VEVOR, modelo XHC-25, 5°C a 60°C

Liofilizadora modelo 10-269 de Labconco y frasco Fast-Freeze 600 mL Labconco
Parrilla AccuBlock Digital Dry Baths D1200 Labnet

Purificador de agua destilada Martes Flex/cole parmer instrument Co. Modelo 60648
SpeedVac eppendorf AG, Modelo 22331 Hamburg, 120V, 3.4 A, 60 Hzy 370 W
Vortex 16700 mixer (Thermolvne)

2.0 Material de laboratorio

e Asa de Drigalsky

e Cajas Petri 60x15mm

e Embudos de vidrio

o Espatulas

o Filtros de jeringa de PTFE de 25 mm de diametro y 22 ym de tamario de poro
e Frasco IsoLab con tapa de rosca (500 y 1000 mL)

¢ Gradillas plasticas

e Horadador metalico

e Jeringas estériles de 3 mL

¢ Micropipetas (1000, 100 y 10 pl)

e Mortero con pistilo

o Papel filtro MN 615, 22s

e Probetade 10 mL

¢ Puntas de plastico para micropipeta de (1000, 100 y 10 pl)
e Tubos Eppendorf (1.5,2.0 y 5.0 mL)

e Tubos Falcon (15y 50 mL)

3.0 Reactivos

e Agua destilada

e Etanol al 70%

e Extracto de papa
e Goma gellan

e Sacarosa
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4.1 Crecimiento de Trichoderma atroviride.

Con base en la composicion de POTATO DEXTROSE AGAR (PDA) ENUMERATION OF
YEASTS AND MOLDS 1 INTENDED USE, n.d.', se realizaron las siguientes
modificaciones: con 1000 mL de agua se realizé una infusion de 200g de papa a una
temperatura de 100°C por 15 min, la cual fue filtrada. A continuacién, en condiciones de
calentamiento y agitacion, fueron adicionados 700mL de agua destilada, 20 g se sacarosa
y poco a poco 20 g del gelificante hasta observar la disolucién de los componentes tal como
se ilustra en la figura 4. El medio preparado fue esterilizado a 23.2 psi durante 15 min. En
un ambiente estéril se realizé el llenado de las cajas Petri con el PDA modificado, cuidando
que agar formara una pelicula con un grosor no mayor a 0.5 cm. Finalmente el medio de
cultivo fue refrigerado al menos 24h.

> 200 g de papa
de agua | | 209 desacarosa —
/| 20gdegomagellan Célentamientoy _—
) agitacion

1/\ Ty
1000mL f\ filtracion \v
_

= 5 Vaciar el PDA a las cajas Petri
s i i formando una pelicula de 5Smm
Esterilizacion a 23.2 psi de ;DSG,

L .
durante 15 min. Refrigerar durante 24 h

Figura 4. Preparacion del sistema bioldgico para la evaluacion de extractos vegetales.

En las cajas Petri con el medio PDA modificado, se inocularon con un asa de Drigalsky 20
ML de un stock de Trichoderma atroviride. Los inéculos fueron incubados, a 28°C, durante
72h, posterior al tiempo de incubacion, los conidios desarrollados fueron obtenidos,
utilizando 1mL de agua destilada estéril barriendo delicadamente la superficie de la caja
con el asa de Drigalsky y recolectando con micropipeta para su conservacion en glicerol
estéril al 20%, manteniéndose a 4 °C hasta su uso. El procedimiento general se presenta
en la Figura 5.

|
|
-—

Trichoderma =

L}
§ / 7 ,
s A I —s ]
5 ! —
] —L —p /
Inocular 20pL de las 4 dici d
cepas  Trichoderma Incubara 28 °C Adicionar TmL de
i 1x10A6=72h agua destilada ésteril Barrer toda la Recuperar los
atroviride g superficie con el asa y conidios en 20% de
recuperar el micelio glicerol

Figura 5. Obtencién de conidios de Trichoderma atroviride.

L ________________________________________________________________________________________|
UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO 36



Para el conteo de los conidios obtenidos de Trichoderma atroviride, el proceso se realizo
bajo condiciones de esterilidad, utilizando una camara de Neubauer. Se cargaron 10 uL del
aislado en glicerol. La camara fue observada al microscopio con el objetivo 40x y se logré
determinar la densidad celular, tal como se muestra en la figura 6. Después de conocer la
concentracion inicial de conidios a las 72h de incubacion y fundamentado en (Su et al.,
2012) el aislado fue ajustado para obtener una concentracion 1x10° conidios/mL.

W

el |

]
Cargar 10pL de la
solucion de conidios Realizar el conteo de

en la placa de conidios y calcular la
Neubauer densidad celular

b3

Trichoderma
atroviride
|

Figura 6. Conteo de conidios del aislado de Trichoderma atroviride

4.2 Obtencion de extractos de plantas medicinales

Se probaron 13 extractos de plantas medicinales, la mayoria de ellos fueron proporcioandos
por el Departamento de farmacia (1-12) y solo uno se obtuvo en el Departamento de
Quimica (13). En la tabla 3 se presentan los nombres de las plantas correspondientes a los
extractos utilizados y los efectos biologicos que se han reportado para cada uno de ellos.

Tabla 3. Efectos biolégicos reportados en extractos de diferentes especies
vegetales

Especie Efecto bioldgico reportado Protocolo de Extraccion

Pesar 240g de las partes
Diurético, antiinflamatorio, laxante,aéreas secas, pulverizar y
Senna septemtrionalis (Ss) vermlfugo expectorante y fungicidamacerar con 1.5 L etanol
70% durante 10 dias. Secar
al vacio 7.

Pesar 75 g de hojas frescas
triturar y , macerar con
Efecto biologico contra quemaduras,acetona: agua (70:30) +
heridas superficiales de la piel,acido ascérbico (1 g/L)

Mimosa bahamensis (Mb) disenteria y dolores de cabeza ydurante 24 h, filtrar vy

antihelmintico 752764 evaporar liofilizar 'y
almacenar a 4°C hasta su
uso 164,

L ________________________________________________________________________________________|
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Pesar 1.327 kg de biomasa

de la corteza del tallo de la
Efectos antiinflamatorio, antisifilitico,planta, secar, moler y
carminativo, antitusivo ymacerar con 4 L de metanol
anticancerigeno 7%, 80% a temperatura

ambiente durante 24 h %8,

Casearia corymbusa (Cc)

Tricturar las hojas secas y
extraer con agua (relacion
1:10, p/v) a 95 °C durante 30
minutos, filtrar y evaporar a
presion reducida
homogenizar y almacenar a
-20°C bajo atmoésfera de
nitrégeno°.

Almacenar 10 g de frutos a -
20°C extraer con 20 mL de
metano 80% asistida por
ultrasonido  durante 30

HESEIE SETS (1) Efecto hipoglucemiante .

Efecto antiinflamatorio, antioxidante,
anticancerigeno, antidiabético, . .

. . . .._’minutos, centrifugar y
previene la obesidad y la aparicion

. obtener el sobrenadante,
de enfermedades cardiovasculares,.
165,166 finalmente preservar a

4°C166,

Fragaria x ananassa (Fr)

Lavar, cortar y secar las
hojas de Kalanchoe, triturar

homogenizar
mezclar con agua destilada

Posee propiedades hemostaticas,

cicatrizantes y antiinflamatorias.

Tiene  efectos antimicrobianos,en una proporcién de 1:0.5

antifungicos, analgésicos, filtrar a través de 4 cé as

antihipertensivos y antidiabéticos”. P

167,168 de gasa.
’ y utilizar el extracto

resultante®”.

Kalanchoe daigremontiana (Kd)

A 25 g de muestra en polvo
Efecto anticancerigeno, antioxidante,del fruto seco afiadir 100 mL
antimicrobiano, antidiabético,de metanol y mantener en
antiinflamatorio, radioprotector,agitacion continua durante
analgésico, hipoglucemiante  esiete dias, filtrar y
hipolipemiante y diurético 767768, finalmente, evaporar a

temperatura ambiente'7°.

Selenicereus undatus (Su)

De manera general el proceso de obtencion de todos los extractos utilizados en este estudio
se presenta en la Figura 7. Este proceso se adoptd a partir de diversos estudios reportados
en la bibliografia, los cuales se presentan en la Tabla 3. Se comenzd con la maceracion de
aproximadamente 30 g biomasa en 60 mL de etanol al 70 %, durante al menos 48 h a 4°C,

el termino de este tiempo, el contenido vegetal se sometio a un proceso de evaporacion del
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solvente a una temperatura de 40°C y fue retirado del instrumento de evaporacion hasta
observar un extracto libre de etanol. El sélido obtenido se preserva a 4°C, hasta su uso.

|
Maceracion
+ -
&‘VC W 48h
fesy

30g de 60mL de Evaporacion del solvente Conservacion del
biomasa etanol al a 40°C extracto vegetal
vegetal 70%

Figura 7. Procedimiento general para la obtencion de los extractos utilizados en este estudio.

4.3 Evaluacion de la actividad biolégica sobre el crediemiento de
Trichoderma atroviride.

Fueron evaluadas 3 diferentes concentraciones de cada extracto vegetal (0.5, 5.0 y 20 mg
L-"). Se adapto la metodologia propuesta por Cizeikiene y colaboradores para la evaluacion
del efecto biolégico de los extractos. En un ambiente estéril las placas Petri fueron
inoculadas con 100 uL de la Trichoderma atroviride (1x 10%conidios - mL™1 ), acontinuacion,
con ayuda un horadador se realizé una perforacion (1.0 cm de diametro y 0.4 cm de altura)
en el centro de la placa (volumen aproximado 300 uL), al terminar se adicionaron a cada
pocillo 250 uL de cada extracto vegetal en sus diferentes concentraciones, posteriormente
cada sistema microbioldgico fue incubado a 28°C durante 48h'®°. Finalmente, el efecto
antimicrobiano se evalué con la medicion del diametro del halo formado por Trichoderma
atroviride.

4.4 Aislamiento de Saccaharomyces cerevisae

Para la evaluacién del efecto de Fr, Su y Kd en Saccharomyces cerevisae se comenzo con
el aislamiento de la levadura, utilizando un ejemplar comercial el cual, tras un proceso de
crecimiento de 24h ver figura 14, en agar YPD liquido, fue inoculado en agar YPD sélido e
incubado, observando después de 48 h un crecimiento caracteristico, el cual sirvié para
conseguir el aislamiento definitivo, con colonias caracteristicas de la levadura.
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Vv

L2an flasc

Adicionar 5.5 g de () 200xg
Saccharomyces

cerevisae a 100mL
de YPD liquido

Inocular y aislar
en medio YPD
sélido

o W
&moi‘mn

Incubar

Observar
aislamiento

Figura 8. Aislamiento de Saccaharomyces cerevisae en medio Extracto de Levadura, Papa,

Dextrosa (YPD)

4.5 Evaluacion del efecto de los extractos vegetales sobre el Crecimiento de
Saccaharomyces cerevisae en medio YPD sélido.

Para la evaluacion del crecimiento de Saccaharomyces cerevisae expuesta a extractos
vegetales. Se elaboraron cajas de medio soélido de YDP al cual se le agrego de una forma
cuidadosa y antes de solidificar el extracto vegetal de interés (Fr, Su y Kd) en
concentraciones 100 y 500 pg L™, posteriormente cuando estas placas solidificaron, fueron
divididas para adicionar por seccion la especie fungica, en seguida, fueron incubadas a

28°C por 48h, finalmente se observo el crecimiento microbiano para cada analisis

Esterilizar

Vaciar X

Dextrosa (20g)
Peptona (20g)
E. levadura (10g)
Goma Gellan (12g)

?

Incubar

—ED =

Vaciar el extracto
vegetal
correspondiente
(100 y 500 pg L)
haciendo
movimientos
circulares para
incorporar al

medio

Dividir la caja Petri
en secciones, para
inocular por
duplicado las
diluciones
correspondientes

!

=1
ﬂ)zs*c E:ﬂsh

Interpretar
resultados

Figura 9. Crecimiento de Saccaharomyces cerevisae expuesta a extractos vegetales en medio YPD soélido
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4.6 Evaluacion del efecto de los extractos vegetales sobre el crecimiento de
Saccaharomyces cerevisae en medio YPD liquido.

El analisis del crecimiento de Saccaharomyces cerevisae expuesta a extractos vegetales
(Fr, Su y Kd), se realizé para evaluar la cinética de crecimiento mediante espectrometria
UV. Esto se logré al adicionar el extracto vegetal de interés en medio liquido de YPD y
posteriormente adicionar 153 pL de levadura, esta preparacion fue sometida a agitacion
constante y a temperatura ambiente durante 24h, haciendo lecturas, ala 1, 3 6 y 24h

| ]' = = =
| Esterilizar \ i
i ) T Incubar — —
CE il e Sad
' ) ) \ ———
St \/ g 25°C )
: o 200 Leer |
Dextrosa (20g) Adicionar el 0.5 mL Adicionar 153 pL Clan. absc?ti’;niia a
Peptona (20g) de extracto vegetal de levaduray 600 nm a las
E. levadura (10g) correspondiente ajustar a 136v24h
Concentracion total DOsoonm = 0.3 Lk 4

del extracto
vegetal= 500 pg L'

Figura 10. Crecimiento de Saccaharomyces cerevisae expuesta a extractos vegetales en medio YPD
liquido.

4.7 Determinacion del contenido de flavonoides libres en extractos vegetales

La determinacion de flavonoides se realizé6 en 3 de los 17 extractos analizados. Estos
extractos fueron elegido debido al comportamiento en la inhibicién de Trichoderma: Fry
Su, fueron algunos de los extractos que presentaron mayor inhibicion microbiana y Kd de
acuerdo con los analisis microbiolégicos fue el de menor efecto antimicrobiano. El analisis
de determinacion de flavonoides se realizé con base a la literatura170 mediante
espectrometria UV.

250 pL NaNO; J/

0.5M —
250 pL AlCls 250 plL NaOH —
0.3M I 2M )
> > T
Incubar 10 min en Incubar 10 min en
ausencia de luz ausencia de luz | —
= \ \J == | —
: Aforara 2.5mL con Leer absorbancia a
100-200 pL de metanol 80% 510 nm

extracto
vegetal

Figura 11. Determinacion de flavonoides en extractos vegetales.
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4.8 Determinacion del contenido de fenoles libres en extractos vegetales.

La determinacién de fenoles se realizd en los extractos Fr, Su y Kd, la metodologia basada
en el uso del reactivo de Folin-Ciocalteu'”" y su deteccion fue mediante espectrometria UV.

250 pL Folin-
Ciocalteu IN y —
250 pL Na,CO; "
al 10%
Incubar Zhoras en !
ausencia de luz e —
100-200 pL de A;;LZ' jeii-ii;?zl-a‘:l:n Leer a7bﬁs(;:rban(:|a a
extracto nm

vegetal

Figura 12. Determinacién de fenoles en extractos vegetales.

4.9 Determinacion de la capacidad antioxidante de extractos vegetales y
levaduras mediante ABTS+

La determinacion de la capacidad antioxidante de Fr, Su y Kd se realizé con base a la
literatura, por espectrometria UV y el uso de ABTS."7?

=
“ — .
20-60 L de Aforar a2.0 mL con Leer absorbancia a
extracto Buffer de fosfatos 734 nm
vegetal + 20pL 1M pH=7.16

de ABTS

Figura 13. Determinacion de la capacidad antioxidante de extractos vegetales.

410 Analisis metaboldbmico no dirigido de extractos vegetales
mediante HPLC-ESI-MS/MS

Para el analisis metabolémico no dirigido, para la comparacién de los perfiles metabdlicos
e identificacion de posibles inhibidores de transaminasas en los extractos de S. undatus y
F. ananassa, seleccionados por su alta inhibicién del crecimiento de Trichoderma atroviride,
se realizé una cromatografia liquida con un detector UV-Vis, acoplada a espectrometria de
masas, se uso una columna C18 Kinetex-Coreshell(150x2.1mm-1.7u) y un gradiente en
fases de acetonitrilo, en modo ESI (energia de colisién 25eV, rango 50-1200m/z).

Para la identificacion de compuestos con MS-DIAL se consideré: la sefal/ruido=5, una
intensidad>10%¢ cps, MS/MS, un fold change>5, p<0.05, mientras que para la asignacion
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de férmulas/estructuras con MS-FINDER, se considerd: la masa-exacta, el patron-isotdpico,
la fragmentacion y el error-masa<5ppm.

Adquisicion de datos
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(—]
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Procesamiento espectral
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Figura 14. Analisis metabolémico no dirigido de extractos vegetales mediante HPLC-ESI-
MS/MS
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4.11 Determinacion de perfil de amino compuestos por HPLC-ESI-MS/MS en
modalidad de adquisicion de Precursor lon Scan

Se realizé la derivatizacion de los extractos de plantas que mostraron mayor y menor
inhibicion del crecimiento de Trichoderma atroviride (Senna septemtrionalis (Ss), Mimosa
bahamensis (Mb), Casearia corymbusa (Cc), Tecoma stans (Ts), Kalanchoe daigremontiana
(Kd) y Selenicereus undatus(Su). Los extractos secos fueron reconstituidos en 200 L de
un buffer de boratos (200 mM, pH 8.5), a los cuales se les afadié 300 pL de diclorometano
para su limpieza. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 13,000 x g durante
10 minutos. Del sobrenadante, se tomé una alicuota de 30 pL para la derivatizacién. En
este proceso, se anadieron 15 L de derivatizante 1-methylpyridinium-3-succinylcarbamate
(MPSC, este reactivo fue sintetizado en el Departamento de Biologia Molecular de la UMCS
en Lublin, Polonia), ajustando el volumen total a 600 uL con el mismo buffer de borato. La
mezcla se calentd a 60 °C por 20 minutos, ver figura 8. Después, las muestras se filtraron
y se inyectd una alicuota de 2 L en una columna ACQUITY UPLC BEH C18 (130A, 1.7
pMm, 2.1 mm X 150 mm). Las fases moviles consistieron en formiato de amonio (200 mM) y
acetonitrilo. El flujo se mantuvo a 0.3 mL min, y la temperatura del termostato de la
columna se fij6 a 40 °C. El programa de gradiente fue el siguiente: aumento del 2% al 6%
de la fase B en los primeros 0.10 minutos, manteniendo el 6% hasta los 2 minutos,
incremento del 6% al 13% entre los 2 y 5 minutos, sosteniendo el 13% desde 5 hasta 6
minutos, aumento del 13% al 30% entre los 6 y 8 minutos, seguido de un aumento del 30%
al 60% entre los 8.0 y 8.10 minutos, manteniendo el 60% desde 8.10 hasta 9.10 minutos, y
finalmente, regresando al 2% entre 9.10 y 9.20 minutos. La columna se equilibré con el 2%
de la fase B durante 5 minutos antes de cada inyeccion. (figura 14)

748

\_.{_. .

|

Reconstruir con 200 Centrifugar A 13,000 x g/ Tomar 30 pL del Afadir 15 pL de Calentar a 60°C por 20
pL de buffer de 10 min sobrenadante MPSC y ajustar min
boratos el volumen a
(200 mM, pH 8.5), 600 pL con
afadir 300 pL de buffer de
diclorometano boratos

Figura 15. Derivatizacion de extractos vegetales con 1-methylpyridinium-3-succinylcarbamate (MPSC)

El analisis se realizd con un cromatégrafo de liquidos Nexera XR (Shimadzu), acoplado a
un espectrometro de masas Shimadzu modelo 8030, con una fuente de ionizacion por
electrospray (ESI) operando en modo positivo. Los parametros fueron: voltaje de spray de
4500 V, flujo de gas nebulizador de 1.5 L/min (N2), flujo de gas seco de 15 L/min (N2), y

temperatura de la linea de desolvacion de 250 °C. Las muestras fueron analizadas en la
]
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modalidad de Precursor lon Scan, ver figura 9, para identificar amino compuestos presentes
en los extractos. Los parametros de adquisicién de datos fueron: rango de 150 a 1000 m/z,
y el ion diagndstico fue 135.1 m/z, correspondiente al fragmento del derivatizante tras su
fragmentacién, que es comun para todos los compuestos derivatizados. (Ver figura 10). El
derivatizante utilizado es un derivado de la sal de piridonio, que contiene una carga positiva,

mejorando asi su ionizacién en ESI.
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[ )
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Q2
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jon scan . FN

Scan precursor

Q3

iondignatic ‘/\.D
»[d
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CID

Amino l .
Derivatizr
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[ Detecton dagqodtic on

135.1 m/z

Figura 16. Identificacion de amino compuestos presentes en extractos vegetales,
mediante la modalidad de Precursor lon Scan
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CAPITULO IV

1.0 Resultados y discusion
1.1 Evaluacioén de la actividad antimicrobiana de extractos vegetales

Tal como se describid en la seccién experimental, previo a realizar la evaluacién del efecto
de los extractos sobre el crecimiento, se llevé a cabo un aislamiento de Trichoderma
atroviride que de acuerdo con la literatura tuvo un crecimiento usual, es decir, inicialmente
(48 h) se presentaron colonias de apariencia costrosa, glaucas/amarillentas que con el paso
del tiempo (120 h) fueron tornandose de color verde obscuro, con secciones amarillentas
opacas Yy la esporulacion fue uniforme'”® (figura 17).

Figura 17. a) Aislamiento, b) Crecimiento de Trichoderma atroviride (48h) sin exposicion a
extractos vegetales y c) Crecimiento de Trichoderma atroviride (120h) sin exposicién a
extractos vegetales.

Después de las 120 horas de crecimiento y obtener le nimero de conidios adecuados
1x 10°células - ml~1, se llevd a cabo la evaluacion de los extractos sobre el crecimiento de
Trichoderma atroviride. Los resultados se reportaron en funcion del tamafo del diametro
(en mm) del halo que se formo para cada extracto. Este halo representa una zona donde el
crecimiento microbiano es inhibido, por lo que, su presencia es indicativa de la actividad
antimicrobiana del extracto. Para cada extracto se hicieron pruebas a tres diferentes
concentraciones, 0.5, 5y 20 mg mL™". Unicamente para el caso del extracto de Kalanchoe
daigremontiana que se obtuvo en el Departamento de Quimica (Kd, No. 13), se probo a las
concentraciones de 40 y 60 mg mL"debido a que no presentaba inhibicién del crecimiento
a menor concentracion; cada prueba se realizé por triplicado. Al mismo tiempo se incubaron
controles para descartar la posible contaminacion de los extractos y comprobar la correcta
esterilizacion de los extractos por medio de los filtros. En la figura 18 se presentan las placas
de los controles de los extractos Kalanchoe daigremontiana, Senna septemtrionalis y
Tecoma stans, a la concentracion de 20mg mL™", 5mg mL™" y 0.5mg mL" respectivamente
sin inocular. Donde se observa nulo crecimiento microbiano lo que garantizé la adecuada
esterilizacion de los extractos.
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Figura 18. a) Kalanchoe daigremontiana 20mg mL™" b) Senna septemtrionalis 5mg mL" y
c¢) Tecoma stans 0.5mg mL™’

Posterior al periodo de incubacion (120 horas) de los conidios con los extractos a diferente
concentracion, se llevo a cabo la evaluacion de la presencia de halo de inhibicion y la
medicion del diametro de este. Los extractos que a simple vista en casi todas mostraron un
efecto en la inhibicion del crecimiento fueron los correspondientes a Casearia corymbusa
(Cc, No.7), Tecoma stans (Ts, No.9), Fragaria x ananassa (Fr, No.10), Kalanchoe
daigremontiana (Kd, No. 11) y Selenicereus undatus (Su, No. 12), los cuales se presentan
en las Figuras 19-24 por otro lado, uno de extractos que menos efecto de inhibicién se
observé a simple vista fue el correspondiente a Senna septemtrionalis (Ss, No. 1), Figura

19,
| 2) | b) c)

Figura 19. Exposicién de Trichoderma atroviride a extracto de Senna septemtrionalis a
las concentraciones de: a) 0.5 mg mL™", b) 5mg mL"" y ¢) 20mgmL-".
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Figura 20. Exposicién de Trichoderma atroviride a extracto de Casearia corymbusa a las
concentraciones de: a) 0.5 mg mL", b) 5 mg mL™" y ¢) 20mgmL-".

Figura 21. Exposicién de Trichoderma atroviride a extracto de Tecoma stans a las
concentraciones de: a) 0.5 mg mL™", b) 5 mg mL™" y ¢) 20mgmL-".

Figura 22. Exposicion de Trichoderma atroviride a extracto de Fragariaxananassa a las
concentraciones de: a) 0.5 mg ml!, b) 5 mg ml"'y ¢) 20 mg ml’
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Figura 23. Exposicién de Trichoderma atroviride a extracto de Kalanchoe
daigremontiana a las concentraciones de: a) 0.5 mg ml™*, b) 5 mg ml'y ¢) 20 mg ml’

Figura 24. Exposiciéon de Trichoderma atroviride a extracto de Selenicereus undatus a las
concentraciones de: a) 0.5 mg ml™", b) 5 mg mlI'y c) 20 mg ml’!

En la tabla 5 se presentan los valores promedio de las mediciones de los halos que se
formaron por la exposicion a los extractos, expresadas en milimetros (mm) junto con los
respectivos valores de desviacién estandar.

En estos resultados se observa que para los extractos 1 y 13 (correspondientes
S.septemtrionalis y K. daigremontiana respectivamente) a la concentracién de 0.5 mg ml’
no se presentd inhibicion del crecimiento, siendo en general los que menor inhibicion
presentaron. Por otro lado, para identificar las especies vegetales que presentaron mayor
inhibicion del crecimiento, a partir de los valores obtenidos de los halos formados, se calculé
el promedio para cada concentracion evaluada y en funcion a este se identificaron aquellas
especies con mayor inhibicion (los cuales se marcaron con *).
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Tabla 5. Resultados del efecto de los extractos sobre el crecimiento de Trichoderma
atroviride

No. Concentracién del extracto, mg mL""
Especie _u’tilizada parala 20 5 0.5
generacion del extracto

Diametro halo, mm (promedio* DE, n=3)

1 Senna septemtrionalis (Ss) 40+0.15 23+0.1 N

2 Cuphea aequipetala (Ca) 8.51+0.34 55+0.22 3.0£0.12
3 Ceiba (Ce) 4.0+0.17 3.0£0.13 3.0+£0.19
4 Eryngium carlinae (Ec) 55+0.21 45+0.17 4.0+0.15
5 Mimosa bahamensis (Mb) 9.3+0.37" 9.0 £ 0.36* 8.0 £ 0.32%
6 Hibiscus sabdariffa (Hs) 10.5 £ 0.44* 9.3 +0.39* 4.0+0.17
7 Gymnopodium floribundum 8.6 +0.33 8.5+0.42* 8.0 £ 0.38*
8 Casearia ci)cr;’;/?mbusa (Cc)| 10.5+0.42F 10.0 £ 0.40% 5.0 £ 0.20*
9 Tecoma stans (Ts) 10.0 £ 0.42* 10.0 £ 0.42* 7.5+0.31*

10 Fragaria x ananassa (Fr) 12.0 £ 0.46* 8.0 £ 0.30* 7.7+£0.21*

1" Kalanchoe daig;emontiana 12.5+0.5* 10.5+0.42* 3.0+£0.17

12 Selenicereﬁdzndatus(Su) 11.0 £ 047" 10.0 £ 0.53* 7.0 £0.29*

13 Kalanchoe (c;lé;w‘;')qbremontiana 3.0+ 0.20 (1) 3.0+£0.11 (2) N

(1): 40 mg ml*, (2): 60 mg ml', N: no hubo inhibicion.
* valores mayores al promedio de cada concentracion.
aextracto proporcionado por el Depto. de Farmacia, Pextracto obtenido en el Depto. de Quimica.

Trchoderma atroviride es un hongo benéfico ampliamente utilizado como agente de
biocontrol contra patdgenos vegetales como Fusarium, Rhizoctonia y Botrytis. Su accién
incluye competencia, antibiosis y micoparasitismo. Si un extracto vegetal inhibe su
crecimiento puede interferir con su efectividad en campo o en formulaciones comerciales.
Muchos agricultores combinan biocontroles (como Trichoderma) con extractos vegetales
bio plaguicidas o bio fertilizantes. Si un extracto inhibe a T atroviride, podria reducir su
efectividad en productos multicomponente afectando rendimiento y eficacia del tratamiento.
Estudiar la interaccion permite disefiar mezclas seguras entre extractos y agentes
microbiano. Puede optimizarse el uso conjunto en agricultura regenerativa.

Se pueden formular productos que controlen patdégenos fungicos sin afectar Trichoderma,

ideal para el manejo integral de plagas (MIP). Usar los resultados como base para una
|
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herramienta de tamizate de compatibilidad bioldégica que ayude a: fabricantes de
bioinsumos, laboratorios de control de calidad, agricultores que mezclan biocinsumos en
campo. Algunos extractos podrian estimular el crecimiento o actividad enzimatica de
Trichoderma podria disefar bio-estimulantes duales (extracto + hongo)

Para la concentracion de 0.5 mg ml", el promedio de tamario del halo generado fue de 4.5
mm, en este sentido, 6 extractos (Mb (5), Gf (7), Cc (8), Ts (9), Fr (10) y Su (12)) produjeron
un halo de tamafio superior al valor promedio. Para 5.0 mg mL™", todos los extractos
inhibieron el crecimiento de Trichoderma atroviride; el valor promedio del diametro del halo
fue de 7.6 mm, siendo 8 extractos (del 5 al 12) los que registraron un diamétro mayor. Por
ultimo, para la concentracion de 20 mg ml™, al igual que para 5.0 mg ml', todos los extractos
registraron formacion del halo, siendo el valor promedio de 89 mm; para esta
concentracioén, Unicamente 7 de los extractos (Mb (5), Hs (6), Cc (8), Ts (9), Fr (10), Kd (11)
y Su (12)) generaron halos con diametro superior al valor promedio. Cabe destacar que
unicamente los extractos Mb(5), Gf(7), Cc(8), Ts(9), Fr(10) y Su(12) fueron los que
presentaron la formacién del halo con un diametro superior al promedio para todas las
concentraciones evaluadas (los cuales se marcaron en rojo).

La relevancia de los resultados radica principalmente en el hecho que no existe suficiente
evidencia experimental para los extractos evaluados sobre su efecto en el crecimiento de
hongos del género Trichoderma. Como se ha descrito Trichoderma spp, es ampliamente
utilizado como agente de biocontrol contra patdégenos vegetales principalmente de los
géneros Fusarium, Rhizoctonia y Botrystis'#. Su accién incluye procesos de competencia,
antibiosis y micoparasitismo, por lo que si un extracto vegetal inhibe el crecimiento de T.
atroviride podria reducir su efectividad en productos multicomponente, afectando
rendimiento y eficacia del tratamiento. Es una practica comun en la agricultura el combinar
biocontroladores con extractos vegetales, bioplaguicidas o biofertilizantes. En este sentido,
existe evidencia de estudios sobre la formulacién de biofungicidas compatibles, en donde
se ha evaluado el efecto de extractos vegetales y fungicidas comerciales sobre el
crecimiento de varias especies del género Trichoderma. El conocimiento generado de estos
estudios ha permitido disefiar biofungicidas combinados donde el hongo benéfico no es
afectado negativamente preservando su efecto biocontrolador, permitiendo combinaciones
seguras'™'"®_ A la par, se ha reportado que algunos extractos podrian estimular el
crecimiento de microorganismos benéficos para los cultivos, lo que podria aplicarse en el
disefio de bioestimulantes duales (extracto-microorganismo) que mejoren la defensa y
desarrollo vegetal, lo que abre la puerta a soluciones biotecnolégicas mas eficaces,
sostenibles y personalizadas en la agricultura moderna'“. En resumen, llevar a cabo el
estudio de la interaccion microorganismo-extractos vegetales, puede contribuir en: 1) el
diseo de tratamientos integrados  (bicinsumos compatibles); 2) Desarrollo de
bioestimulantes duales (sinergia microorganismos-extracto); 3) Diagnodsticos de
incompatibilidad previas a su aplicacion en el campo (evitar pérdidas de eficacia por
mezclas inadecuadas); y 4) Generacibn de lineas resistentes o tolerantes de
microorganismos biocontroladores (como especies del género Trichoderma).

En este sentido de acuerdo con los resultados uno de los extractos que presenté mayor
inhibicion fue el correspondiente a Fragaria x ananassa (fresa). Esta fruta es de cultivo y
consumo comun en México, por lo que el hecho de que se registre inhibicion de crecimiento
de Trichoderma atroviride, y de acuerdo a lo anterior podria ser factible su uso en el disefio
]
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de herramientas agronémicas para utilizar lineas de especies del género Trichoderma mas
resistentes al cultivo de fresa, o disefiar sistemas de liberacion inteligente como lo es la
microencapsulacion para mantener viabilidad y efectividad del hongo.

A partir de estos resultados, se seleccionaron los extractos de mayor (Fragaria x ananassa
(Fr, No.10) y Selenicereus undatus (Su, No.12)) y menor inhibicion del crecimiento
(Kalanchoe daigremontiana (Kd, No. 13)) para evaluar su efecto sobre Saccharomyces
cerevisae.

1.2 Evaluacion del efecto de extractos vegetales en Saccharomyces cerevisae.

Tal como se describié en la seccién experimental, la primera prueba del efecto de los
extractos seleccionados (Fr, No.10; Su, No.12; y Kd, No. 13), se llevd a cabo en placas de
medio YPD, preparadas con los extractos a dos concentraciones 100 y 500 ug L', en dos
diluciones 102y 10 a partir de un cultivo en medio liquido con densidad optica (DOsoonm)
de 0.3.

En las figuras 26 y 27, se presentan las placas inoculadas para cada extracto, y se observa
que en las diferentes condiciones de crecimiento, la levadura presenté colonias de lisas y
humedas de color blanco/crema que de acuerdo con la literatura’”” es la morfologia normal
de este microorganismo figura 25. No se observé diferencias de crecimiento entre los
inéculos crecidos en presencia de los extractos a las dos concentraciones seleccionadas
respecto a las levaduras crecidas en las condiciones control, esto en funcién de la posible
inhibicion de crecimiento considerando los resultados para Trichoderma. Lo que sugiere
que estos extractos en las concentraciones evaluadas son buenos candidatos para
continuar con estudios de procesos de enriquecimiento de levaduras.

Dilucién 10-2 > /
Dilucién 10'3 >

Figura 25. In6culos de S. cerevisae en medio YPD sin exposicion a los extractos.
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Dilucion 10'2 >
Dilucion 10'3 >

Figura 26. Inéculos de S. cerevisae en medio YPD a la concentracion de 500 ugL™! a) K.
daigremontiana, b) F. ananassa y c) S. undatus

Dilucion 10'2 >
Dilucion 1073 >

Figura 27. Inéculos de S. cerevisae en medio YPD a la concentracion de 100 ugL™! a) K.
daigremontiana, b) F. ananassa y c) S. undatus

A partir de los resultados en los experimentos de la evaluacion del crecimiento en medio
solido, se llevo a cabo la evaluacion del crecimiento de S. cerevisae en medio liquido YPD.
Para estos ensayos se selecciono la concentracion de 500 ug L' para los tres extractos.
Tal como se describié en la seccidn experimental, se determiné la DOgoonm €n los tiempos
de 1, 3,6y 24 h. En la figura 28 se presentan los promedios de los valores densidad éptica
con sus respectivas desviaciones estandar.
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Figura 28. Resultados de DO600nm monitoreadas a las 1, 3, 6 y 24 horas de los indculos
de S. cerevisae expuestas a los extractos de K. daigremontiana (Kd), F. x anannasa (Fr) y
S. undatus (Su) a una concentracion de 500 ug L-1.

A partir de los resultados se realizé una prueba t por pares para comparar los valores
promedios de la densidad 6ptica de cada medio de cultivo con extracto con respecto al
control, el nivel de significancia fue p<0.05. En la figura 30 se puede observar que para las
primeras 6 horas de exposicidon la densidad éptica obtenida para los tres extractos fue
significativamente mayor comparada con la obtenida en el grupo control, lo que sugiere que
durante este tiempo (fase logaritmica de crecimiento) los extractos favorecen el crecimiento
de esta especie de levadura cuando estan a la concentracion de 500 ug L. Estos
resultados son importantes en el contexto del estudio de procesos de enriquecimiento
enfocados en el aumento de la produccion de biomasa de las levaduras. Por otro lado, los
valores de densidad 6ptica obtenidos a las 24 horas de exposicion (fase estacionaria) a los
extractos, no muestran diferencias significativas entre las condiciones con los extractos y el
control.

Como ya se ha mencionado anteriormente en la seccidén de Introduccion, las levaduras del
género Saccharomyces, tienen gran importancia econémica en el area alimenticia y de la
salud, debido a su uso en la elaboracién multiples productos alimenticios y suplementos
dietéticos. El amplio uso de estos microorganismos radica en su alto contenido de nutrientes
esenciales y/o benéficos para la salud del ser humano (vitaminas, aminoacidos, minerales,
proteinas), asi como de componentes que contribuyen a dar estabilidad, color, sabor o
textura a productos alimenticios (enzimas, pigmentos, acidos organicos, compuestos
antioxidantes). Por lo anterior, es que la incorporacion de procesos de biofortificacion en la
obtencion de levaduras ha ido ganando interés. El uso de extractos de plantas o la adicién
de compuestos bioactivos es una buena alternativa para estimular la sintesis de metabolitos
secundarios que mejoran caracteristicas de las levaduras, como aumento en la produccién
del biomasa 0 mejora de la capacidad antioxidante (mediante la produccién o acumulacion
de compuestos bioactivos como flavonoides, terpenos, fenoles, etc). Estos extractos no solo
influyen en el crecimiento microbiano y su perfil metabdlico, sino que también potencian
la capacidad de las levaduras para generar biomasa funcional, con aplicaciones en
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alimentos, suplementos y nutracéuticos. Considerando lo anterior y con base en los
resultados de crecimiento en medio liquido de S. cerevisiae expuesta a los tres extractos
seleccionados, parecié interesante llevar a cabo la determinacién mediante métodos
espectrofotométricos del contenido de flavonoides y compuestos fendlicos libres, ademas
de la capacidad antioxidante para cada extracto. Asi mismo, se planteé llevar a cabo la
determinacion de la capacidad antioxidante de las levaduras después de 24 horas de ser
expuestas a los extractos.

1.3. Determinacién de fenoles y flavonoides en Selenicereus undatus (Su)
Fragaria x ananassa (Fr) y Kalanchoe daigremontiana (Kd).

Los resultados de la determinacion de la capacidad antioxidante, flavonoides y fenoles
fenoles libres de los extractos Fr, No.10; Su, No.12; y Kd, No. 13 se presentan en las tablas
6 y 7. Los datos mostrados corresponden al promedio de tres réplicas independientes,
reportados con su respectiva desviacidén estandar. Los valores encontrados muestran que
el extracto de S. undatus fue en el que se determiné la mayor AOx (7. 25 mg Eq. acido
galico g7') asi como el mayor contenido de flavonoides (128.58 mg g™") y fenoles libres
(30.90 mg Eq. acido galico g7'). Seguido por F. x ananassa (2.91 mg Eq. acido galico
97,2294 mg gy 12.63 mg Eq. acido galico g7"), siendo el extracto de K. daigremontiana
con los menores valores determinados (2.045mg Eq. acido galico g™ (AOX), 2.03 mg g™
(flavonoides libres) y 0.08 mg Eq. 4cido gélico g™ (fenoles libres).

Tabla 6. Determinacion de fenoles y flavonoides en extractos vegetales

Muestra Flavonoides Fenoles
(mg g) (eq. Acido galico g)
Selenicereus undatus (Su) 128+ 4.4 30.9+0.53
Fragaria x ananassa (Fr) 22.9+2.07 12.6 £0.41
Kalanchoe daigremontiana 2.03+0.11 0.08 +£0.01
(Kd)

Los resultados de la determinacién de capacidad antioxidante en S. cerevisae después de
24 horas de exposicion a los extractos, se representan en la tabla 7. Los datos mostrados
corresponden al promedio de tres réplicas independientes, reportados con su respectiva
desviacion estandar.
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Tabla 7. Resultados de la determinacién de la capacidad antioxidate de
Saccharomyces cerevisae enriquecida con extractos vegetales.

Muestra Tipo de muestra Capacidad antioxidante (mg Eq.
acido galico g™)
Selenicereus undatus (Su) Extracto vegetal 7254 + 185
Extracto de levadura 26.5 +6.62*
enriqguecido
Fragaria x ananassa (Fr) Extracto vegetal 2906 + 387
Extracto de levadura 39.8 +2.76*
enriquecido
Kalanchoe Extracto vegetal 2,049 £ 145
daigremontiana (Kd)
Extracto de levadura 31.5+293"
enriquecido
Control Extracto de levadura 18.2 £ 0.23*

Los valores obtenidos del ensayo de enriquecimiento de esta especie fungica con extractos
vegetales fueron procesados mediante una prueba t por pares para comparar los valores
promedios de AOx en cada tratamiento con respecto al control, en esta comparaciéon se
logré ver el aumento significativo (p<0.05) de la capacidad antioxidante en las muestras
enriquecidas respecto al control. Siendo la levadura expuesta al extracto de Fragaria x
ananassa la que mayor actividad antioxidante demostr6 después de 24 horas de exposicidon
(lo que coincide con los resultados del DO obtenidos), seguido de las levaduras expuestas
a Kd y Su. Por otro lado, otro punto interersante de estos resultados radica en que se
hubiera esperado que el extracto Su (el cual presento la mayor AOx de los tres ectractos
evaluados), fuera el que le confiriera mayor capacidad antioxidante a S. cerevisae, sin
embargo, fue el que menor aumento de AOx presente en los tres extractos. En este
contexto, se ha sugerido que las levaduras no solo pueden incorporar (bioacumular)
compuestos externos con actividad antioxidante, sino que también pueden activamente
responder a estimulos generando su propia defensa antioxidante (endégena); ambos casos
contribuyen al aumento de la capacidad antioxidante. Lo que se podria reflejar sobre la
mejora de: el crecimiento celular, la viabilidad, el metabolismo basal de la levadura. En este
sentido y de acuerdo con los resultados, utilizar extractos de fresa (posiblemente
subproductos, residuos o biomasa vegetal) para enriquecer levaduras podria representar
una estrategia sostenible (circular) con valor afadido. Al generar biomasa microbiana
enriquecida, se puede escalar a produccion de ingredientes funcionales a menor costo y
menor dependencia de materias primas vegetales puros.

A partir de los resultados en las pruebas de crecimiento para Trichoderma y
Saccharomyces, se llevé a cabo el estudio metaboldmico mediante HPLC-ESI-MS/MS. Los
resultados se presentan en la siguiente seccién.
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1.4 Analisis metabolomico no dirigido de Fragaria x ananassa y Selenicereus
undatus mediante HPLC-ESI-QTOF-MS/MS

A partir de los resultados del crecimiento de Trichodermay Saccharomyces, se llevé a cabo
el analisis metabolémico no dirigido mediante HLPC-ESI-QTOF-MS/MS. Para lo cual
unicamente fueron elegidos los extractos en los que se registrdé mayor inhibicién de
crecimiento de Trichoderma atroviride y una mejora en la biomasa de S. cerevisae, con
base en esto, se seleccionaron los extractos de Fragaria x ananassa y Selenicereus
undatus para llevar a cabo el analisis. El objetivo de realizar el analisis metabolémico no
dirigido fue la construccion de un perfil general a nivel ontoldgico de posibles compuestos
presentes en los extractos que se pudieran relacionar con los efectos de inhibicion de
crecimiento de hongos del género Trichoderma y de aquellos cuya presencia se relacionara
con la mejora del crecimiento en la fase estacionaria de levaduras del género
Saccharomyces, asi como con el aumento de la capacidad antioxidante. Los resultados se
presentan en las Tablas 8 y 10 para Selenicereus undatus y Fragaria x ananassa
respectivamente.

Para Selenicereus undatus (Su) (tabla 8), se obtuvieron 46 caracteristicas moleculares que
cumplieron los con criterios de relacion sefial/ruido, intensidad, fold change y significancia
que se describen en la figura 11. Posteriormente se asignaron férmulas y estructuras con
base en los espectros de MS/MS, seleccionando aquellas con mas alto score y error de
masa menor a 5 ppm. Finalmente, las estructuras resultantes fueron clasificadas en 17
ontologias diferentes: alcaloides (3); alcoholes grasos (1); aminocompuestos (3); analogos
de nucledsidos y nucleétidos (1); antraceno (1); compuestos glicosidicos (2); derivados del
benceno (6); derivados del colesterol (1); derivados del furano (1); ésteres (5); flavonoides
(8); polifenoles (3); quinolinas (1); saponinas (1); taninos (1); terpenos/sesquiterpenos (6);
tocoferoles (1) y xilenos (1).
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Tabla 8. Resultados del andlisis metabolémico no dirigido por HPLC-ESI-MS/MS de Selenicereus undatus (Su)

No Nombre de la estructura propuesta Férmula Masa Masa Error de TR Ontologia
Teérica Experimental masa (min)
(ppm)
1 | 5-[3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]-1,3- C11H16N20¢ 273.1081 273.1080 0.4138 0.938 Analogos de
dimethyl-1,2,3,4-tetrahydropyrimidine- 2,4-dione nucleésidos y
nucledétidos
2 | N-(2-{[1-carbamoyl-2-(thiophen-2-yl)ethyl]carbamoyl}-1- C22H24N605S; 517.1322 517.1323 -0.1276 1.062 N-acilpiperidinas

(furan-2-carbonyl)piperidin-4-yl)-4-methyl-1,2,3-
thiadiazole-5-carboxamide

3 | Gossypetin C15H100s 319.0448 319.0457 -2.6830 1.102 Flavonoles
4 | 3,3'4'5,5'8-Hexahydroxyflavone CisH100s 319.0448 319.0457 -2.6830 1.102 Flavonoles
5 | 6,13,14-trihydroxy-7-methoxy-2,9- CisH100s 319.0448 319.0457 -2.6830 1.102 Taninos hidrolizables

dioxatetracyclo[6.6.2.0%,".0"","*]hexadeca-

1(15),4,6,11,13-pentaene-3,10-dione

6 | 4-{2-[4-(phosphonooxy)naphthalen-1-yl]diazen-1- C16H13N-0,PS 409.0254 409.0258 -1.0195 1.142 Naftalenos
yl}benzene-1-sulfonic acid

7 | 2-{[5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4-oxo- C24H260413 523.1446 523.144 1.1794 1.142 Compuestos O-
4a,8a-dihydro-4H-chromen- 3-ylJoxy}-3,5-dihydroxy-6- glicosilicos
(hydroxymethyl)oxan-4-yl acetate

8 | {6-[(4,8-dihydroxy-5-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen- C24H26013 523.1446 523.144 1.1794 1.142 Glicésidos fendlicos

1-yl)oxy]-3,4,5-trihydroxyoxan- 2-yl}methyl 3,5-
dihydroxy-4-methoxybenzoate
9 | Tricornoside C;(-)-Tricornoside C C24H26013 523.1446 523.144 1.1794 1.142 Xantonas
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11

12

13

14

15

16

17

18
19

20

2-{7-[(ethylcarbamoyl)amino]-1-hydroxy-4a,8-dimethyl-

decahydronaphthalen-2-yl}-N-[2-(morpholin-4-
yl)ethyl]propanamide

{2-[5,7-dihydroxy-2-(3-methoxyphenyl)-4-oxo-4H-
chromen-6-yl]-4-hydroxy-6-methyl-5-oxooxan-3-
yl}oxidanesulfonic acid
N-(6-{[4-(thiophen-2-yl)pyrimidin-2-ylJamino}-
hexahydrofuro[3,2-b]furan-3-
yl)cyclopropanecarboxamide
8-[[4-[2-furanyl(oxo)methyl]-1-piperazinyl]methyl]-1,3-
dimethyl-7-propylpurine-2,6-dione
3-(2-methoxyethyl)-1-{[5-({6-0x0-7,11-
diazatricyclo[7.3.1.0% "Jtrideca-2,4- dien-11-yl}methyl)-
1-azabicyclo[2.2.2]octan-2-ylmethyl}thiourea
8-ethyl-5-hydroxy-1-[4-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-5-

methoxyphenyl]-9-(N'-methylcarbamimidamido)nonan-

3-ylacetate
2-({4-[({1-[(tert-butoxy)carbonyl]pyrrolidin-2-
yl}formamido)methyl]cyclohexyl}formamido)-3-
methylbutanoic acid
2-[(8,5-dimethylphenyl)amino]-4,5-dihydroxy-N-(prop-

2-yn-1-yl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-1,3-benzothiazole-7-

carboxamide
Bargustanine

3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3-hydroxy-6-methyl-

4-0x0-4H-pyran-2-yl)-N-[2-(4-methoxyphenyl)-2-
(pyrrolidin-1-yl)ethyl]propanamide
Artorigidusin

C24HaN4O,

c22H20012S

C18H20N4OSS

CZOH26N604

C24H37N5()2s

C23H39N306

c23H39N306

C19H23N303S

C2oH34N,0;
C29HasN20;

CZZHZGOS

453.3435

509.0748

373.1329

415.2088

460.2741

454.2912

454.2912

374.1533

523.2439
523.2439

387.1802

453.3434

509.0756

373.1327

415.2098

460.2737

454.2917

454.2917

374.1534

523.2438
523.2438

387.1805

0.2912

-1.5263

0.5012

-2.3362

0.8082

-1.1843

-1.1843

-0.2993

0.1491
0.1491

-0.7361

1.27

1.678

1.763

2.543

2.543

4.206

4.206

4.521

9.511
9.511

12.216

UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO

60

Sesquiterpenoides
Eudesmano,
isoeudesmano o
cicloeudesmano
Flavonoides C-
glicosidos

Furofuranos

Xantinas

Citisina y derivados

Metoxifenoles

Acidos N-acil-alfa amino

m-Xilenos

Bencilisoquinolinas

Metoxifenoles

Pirancromenos



21

22
23

24

25

26
27

28

29

30

31

32

33

34

3-formyl-2a-hydroxy-6,7b-dimethyl-
1H,2H,2aH,4aH,5H,6H,7H,7aH,7bH-cyclobutale]inden-
2-yl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate
(R)-(+)-6'-hydroxy-7'-methoxybergamottin

3-[(2,6-dimethyl-1,2,4a,5,8,8a-hexahydronaphthalen-1-
yl)(hydroxy)methylidene]- 5-[(4-
hydroxyphenyl)methyl]pyrrolidine-2,4-dione
3-[7-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-8a-methyl-
1,2,3,5,8,8a-hexahydroindolizin- 6-ylJphenyl acetate
ethyl 5-hydroxy-4-[(3-methylpiperidin-1-yl)methyl]-2-
phenyl-1-benzofuran-3- carboxylate

CNP0431532

4-[(1S,4S,8S,9R)-1,5,9-trimethyl-11,14,15,16-
tetraoxatetracyclo[10.3.1.04,13.08,13]hexadecan-10-
ylJthiomorpholine
2-{3-[(5-butyl-1,2-o0xazol-3-yl)methyl]piperidin-4-yl}-N-
(1,3-thiazol-2-yl)acetamide
benzyl({4-[5'-(prop-1-yn-1-yl)-[2,2'-bithiophene]-5-
carbonyl]-1,2,3,4,4a,9a-hexahydroanthracen-1-
yl}methyl)amine
8-methyl-2-0x0-4-phenyl-2H-chromen-7-yl 2-
{[(benzyloxy)carbonyl]amino}-3-phenylpropanoate
3-(2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-6-yl)-4-oxo-6-propyl-4H-
chromen-7-yl N,N-diphenylcarbamate
6-[(propan-2-yl)amino]hexan-2-yl 2-methyl-6-[(4-
methylhex-4-en-1-yl)Jamino]hept- 2-enoate
2-[(4-tert-butylphenyl)methylidene]-7-
[(diethylamino)methyl]-6-hydroxy-2,3- dihydro-1-
benzofuran-3-one
3-(2-furanyl)-N-[3-(2-furanyl)-4-methylpentyl]-4-
phenylbutanamide

C22H2606

C22H2606
C24H2;NO,

CZ4H27N 04

CZ4H27N 04

C24H27N o4
019H31N04S

c18H26N4()2s

Cs4H3:NOS,

CSSH27N OG

c33H27N OS

C24H46N202

C24H29N 03

C24H29NO;

387.1802

387.1802
394.2013

394.2013

394.2013

394.2013

370.2047

363.1849

534.1920

534.1911

534.1911

395.3632

380.2220

380.2220

387.1805

387.1805
394.2022

394.2022

394.2022

394.2022

370.2048

363.1849

534.1918

534.1918

534.1918

395.3641

380.222

380.222

-0.7361

-0.7361
-2.3211

-2.3211

-2.3211

-2.3211

-0.3917

0.0633

0.3388

-1.2842

-1.2842

-2.2637

0.0526

0.0526

12.216

12.216
12.216

12.216

12.216

12.216

14.035

14.168

16.551

16.551

16.551

18.556

18.595

18.595
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Esteres alquilicos del
acido p-hidroxibenzoico

Psoralenos
Bencenoides 1-hidroxi-
2-sin-sustituir

Estilbenos

Flavonoides 2-
arilbenzofurano

Flavonoides aurona

Artemisininas

Araquilaminas

Acidos y derivados de
acidos
antrasenocarboxilicos
Neoflavonas

Isoflavonas
Esteres de acidos

grasos
Flavonoides aurona

N-acil aminas



35

36

37

38
39
40

41

42
43

44

45

46

N-(2-methoxy-2-{4-[(4-methylpent-3-en-1-
yl)oxy]phenyl}ethyl)-3-phenylprop- 2-enamide
hexacosyl 3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoate

1-[2,5-dimethyl-5-(2-methylbutan-2-yl)oxolan-2-yl]-
3a,3b,6,6,9a-pentamethyl- hexadecahydro-1H-
cyclopenta[a]phenanthren-7-yl acetate
11-cis-retinyl tetradecanoate

Cyclohomonervilol acetate

4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-octamethyl-
1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12b,13,14,14a,14b-
icosahydropicen-3-yl butanoate
4,4,6a,6b,8a,14b-hexamethyl-11-methylidene-
docosahydropicen-3-yl 3-methylbutanoate
1-[(1-hydroxydodecyl)peroxy]dodecan-1-ol

[9a,11a-dimethyl-1-(6-methylheptan-2-yl)-
hexadecahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren- 7-
ylJoxidanesulfonic acid
5-hydroxy-7-(3,7,11,15-tetramethylhexadecyl)-2,3-
dihydro-1-benzofuran-2-one
[2-methyl-2-(4,8,12-trimethyltridecyl)-3,4-
dihydrochromen-6-yl] acetate
6-hydroxy-2,7-dimethyl-2-(4,8,12-trimethyltridecyl)-3,4-
dihydrochromene-8-carbaldehyde

C24H2oNO;

CSSHSOOS

c35H6003

C34Hs602
C34Hs60:
C34Hsc02

C34Hs60:

CZ4H5004
C27 H4804S

c28H4603

c28H4603

C28H4603

380.2220

529.4615

529.4615

497.4353
497.4353
497.4353

497.4353

403.3782
469.3346

431.3520

431.3520

431.3520

380.222

529.4615

529.4615

497.4352
497.4352

497.4352

497.4352

403.379
469.3343

431.3528

431.3528

431.3528

0.0526

0.0416

0.0416

0.2151
0.2151

0.2151

0.2151

-2.0155
0.6520

-1.9195

-1.9195

-1.9195

18.595

20.75

20.75

20.828
20.828
20.828

20.828

20.977
23.586

23.875

23.875

23.875
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Benciléteres

Esteres del acido
cumarico
Saponinas triterpénicas

Monoésteres de cera
Cicloartanol y derivados

Triterpenoides

Esteres de acidos
grasos

Alcoholes grasos

Colesteroles y derivados

Lactonas diterpénicas
Diterpenoides

Tocoferoles



A partir de las ontologias obtenidas, se llevé a cabo la busqueda bibliografica de las
estructuras asignadas que pudieran estar relacionadas con los efectos observados en
Trichoderma y Sacchamoryces. En la tabla 9, se muestran las estructuras obtenidas del
analisis metabolémico que de acuerdo con la bibliografia presentan la actividad biolégica
parecida a lo observado con los sistemas biolégicos evaluados en este trabajo. Se logro
clasificar 8 estructuras con actividad antioxidante los cuales pertenecen a las ontologias:
flavonoides'’® (4), derivados del benceno'” (22), ésteres'® (36), terpenos y triterpenos'®':182
(37,39 y 45) y tocoferoles®® (46). También se determinaron 8 estructuras quimicas con
actividad antifungica, pertenecientes a las ontologias: alcaloides'* (13), derivados del
benceno™ (6 y 35), derivados del colesterol'® (43), derivados del furano™’ (12),
ésteres/parabenos’® (21), flavonoides'®® (11), polifenoles'® (15) y sesquiterpenos’™! (10).
Asi mismo, se selecciond una estructura quimica que de acuerdo con lo reportado puede
promover el crecimiento microbiano la ontologia involucrada en esta actividad fue:
triterpenos'®? (40). De igual manera se clasificaron los compuestos que de acuerdo con la
literatura, pueden presentar mas de una actividad biolégica de interés para esta
investigacion. En el primer caso, donde los compuestos pueden tener actividad fungica y
antioxidante, se logro agrupar las siguientes ontologias, aminoacompuestos'®'% (2,16 y
28), derivados del benceno™"1% (23), flavonoides'”1%® (25, 26 y 33), diterpenos'®”1%8 (44)
y xilenos™® (17). En el caso de compuestos que son de promotores del crecimiento
microbiano y tienen actividad antifungica se encontro la ontologia de los flavonoides 78200~
202 con 2 compuestos quimicos (3 y 4). Y finalmente un compuesto mas de esta ontologia,
ademas de tener reportada una actividad biolégica como promotor del crecimiento, posee
actividad antifungica (11).

UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO 63



Tabla 9. Clasificacion del perfil metabolémico de Selenicereus undatus (Su) de
acuerdo a su actividad biolégica

4
22
36
37

39

45
46

10

1

12

13

15

21

35

43

40

16

17

23

Actividad antioxidante 783
3,3,4'5,5',8-Hexahydroxyflavone
(R)-(+)-6'-hydroxy-7'-methoxybergamottin
hexacosyl 3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoate
1-[2,5-dimethyl-5-(2-methylbutan-2-yl)oxolan-2-yl]-3a,3b,6,6,9a-pentamethyl-
hexadecahydro-1H-cyclopenta[alphenanthren-7-yl acetate
Cyclohomonervilol acetate
[2-methyl-2-(4,8,12-trimethyltridecyl)-3,4-dihydrochromen-6-yl] acetate
6-hydroxy-2,7-dimethyl-2-(4,8,12-trimethyltridecyl)-3,4-dihydrochromene-8-
carbaldehyde
Actividad antifangica'®* "
4-{2-[4-(phosphonooxy)naphthalen-1-yl]diazen-1-yl}benzene-1-sulfonic acid
2-{7-[(ethylcarbamoyl)amino]-1-hydroxy-4a,8-dimethyl-decahydronaphthalen-2-yl}-N-
[2-(morpholin-4-yl)ethyl]propanamide
{2-[5,7-dihydroxy-2-(3-methoxyphenyl)-4-oxo-4H-chromen-6-yl]-4-hydroxy-6-methyl-5-
oxooxan-3-yl}oxidanesulfonic acid
N-(6-{[4-(thiophen-2-yl)pyrimidin-2-ylJamino}-hexahydrofuro[3,2-b]furan-3-
yl)cyclopropanecarboxamide
8-[[4-[2-furanyl(oxo)methyl]-1-piperazinyllmethyl]-1,3-dimethyl-7-propylpurine-2,6-
dione
8-ethyl-5-hydroxy-1-[4-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-5-methoxyphenyl]-9-(N'-
methylcarbamimidamido) nonan-3-yl acetate
3-formyl-2a-hydroxy-6,7b-dimethyl-1H,2H,2aH,4aH,5H,6H,7H,7aH,7bH-
cyclobuta[elinden- 2-yl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate
N-(2-methoxy-2-{4-[(4-methylpent-3-en-1-yl)oxy]phenyl}ethyl)-3-phenylprop- 2-
enamide
[9a,11a-dimethyl-1-(6-methylheptan-2-yl)-hexadecahydro-1H-
cyclopenta[a]phenanthren- 7-yl] oxidanesulfonic acid
Promotores del crecimiento microbiano
4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-octamethyl-
1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12b,13,14,14a,14b- icosahydropicen-3-yl
butanoate
Actividad antifungica/antioxidante'".19%-1%
N-(2-{[1-carbamoyl-2-(thiophen-2-yl)ethyl]carbamoyl}-1-(furan-2-carbonyl)piperidin-4-
yl)-4-methyl-1,2,3-thiadiazole-5-carboxamide
2-({4-[({1-[(tert-butoxy)carbonyl]pyrrolidin-2-
yl}formamido)methyl]cyclohexyl}fformamido)-3-methylbutanoic acid
2-[(3,5-dimethylphenyl)amino]-4,5-dihydroxy-N-(prop-2-yn-1-yl)-3a,4,5,6,7,7a-
hexahydro-1,3-benzothiazole-7-carboxamide
3-[(2,6-dimethyl-1,2,4a,5,8,8a-hexahydronaphthalen-1-yl)(hydroxy)methylidene]- 5-[(4-
hydroxyphenyl)methyl]pyrrolidine-2,4-dione
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25 ethyl 5-hydroxy-4-[(3-methylpiperidin-1-yl)methyl]-2-phenyl-1-benzofuran-3-
carboxylate

26 2-[(2-ethoxyphenyl)methylidene]-6-hydroxy-7-[(2-methylpiperidin-1-yl)methyl]- 2,3-
dihydro-1-benzofuran-3-one

28 2-{3-[(5-butyl-1,2-oxazol-3-yl)methyl]piperidin-4-yl}-N-(1,3-thiazol-2-yl)acetamide

33 2-[(4-tert-butylphenyl)methylidene]-7-[(diethylamino)methyl]-6-hydroxy-2,3- dihydro-1-
benzofuran-3-one

44 5-hydroxy-7-(3,7,11,15-tetramethylhexadecyl)-2,3-dihydro-1-benzofuran-2-one

Promotores del crecimiento microbiano/ Actividad antioxidante'78200:201

3 |Gossypetin
4 3,3,4'5,5',8-Hexahydroxyflavone
Promotores del crecimiento microbiano/ Actividad antifiingica
11 {2-[5,7-dihydroxy-2-(3-methoxyphenyl)-4-oxo-4H-chromen-6-yl]-4-hydroxy-6-methyl-5-
oxooxan-3-yl}oxidanesulfonic acid

200,202

Para Fragaria x ananassa (Fr) (tabla 10), se obtuvieron 36 caracteristicas moleculares que
cumplieron los con criterios de relacion sefal/ruido, intensidad, fold change y significancia
que se describen en la figura 11. Posteriormente se asignaron férmulas y estructuras con
base en los espectros de MS/MS, seleccionando aquellas con mas alto score y y error de
masa menor a 5 ppm.
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Tabla 10. Resultados del analisis metabolémico no dirigido por HPLC-ESI-MS/MS de Fragaria x ananassa (Fr)

No

10

11

Nombre de la estructura propuesta

N-[2-[[5-(1,3-benzothiazol-2-yl)-4-[[(1R,2S,3R,4R)-2,3-
dihydroxy-4-(hydroxymethyl)cyclopentyl]Jamino]-6-
methylpyrimidin-2-ylJamino]ethyljmethanesulfonamide
Genistin

16-azatetracyclo[7.6.1.02,7.010,15]hexadeca-2,4,6,10,12,14-
hexaene-1-carboxamide
1-Methyl 2-galloylgalactarate

5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]-4H-chromen-4-one
3,5-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-7-[(3,4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-yl)oxy]-4H-chromen-4-one
N-(2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)-6-ox0-7,11-
diazatricyclo[7.3.1 .02,7]trideca-2,4-diene-1 1-
carbothioamide
7-[[ethyl-[(4-0x0-1H-quinazolin-2-yl)methyllJamino]methyl]-5-
thiazolo[3,2-a]pyrimidinone
1-(5-ethyl-7-hydroxy-6-methylhept-3-en-2-yl)-9a,11a-
dimethyl-hexadecahydro-1H cyclopenta[a]phenanthrene-
2,3,3b,5,6,7-hexol
13-(2H-1,3-benzodioxol-5-yl)-12,14-dioxo-1,13-
diazatetracyclo[8.6.0.0%,”.0"","°]hexadeca-2(7),3,5,8-
tetraene-16-carboxamide
8-[[4-[2-furanyl(oxo)methyl]-1-piperazinyllmethyl]-1,3-dimethyl-
7-propylpurine-2,6-dione

Formula

C21H2sN6OsS>

c21H20010

c16H14N20

ci4H16012

c21H20010

c21H20010

C1sH17Ns02S

C1sH17Ns02S

C29H5007

c22H17N305

c20H26N604

Masa

Tedrica Experimental

509.1635

433.1129

251.1179

377.0715

433.1129

433.1129

368.1176

368.1176

511.3629

404.1241

415.2088

Masa

509.1642

433.113

251.1179

377.0714

433.113

433.113

368.1169

368.1169

511.3626

404.1244

415.2098

Diferencia
de masa

(ppm)
-1.3080

-0.1778

-0.0398
0.1379
-0.1778
-0.1778

1.8228

1.8228

0.6453

-0.7498

-2.3362

RT

0.996

1.031

1.031

1.031

1.031

1.031

1.11

1.11

1.615

2.477

2.554
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Ontologia

Benzotiazoles

Isoflavonoides O-
glicosidos
Dibenzocicloheptenos

Derivados del acido
glucurénico
Flavonoid C-glicésidos
Flavonoid-7-O-
glicosidos
Citisina y derivados

Quinazolinas

Estigmastanos y
derivados

Amidas de alfa
aminoacidos

Xantinas



12

13

14

15

16

17

18

19
20

21

22

N-[[10-[2-(4-methylpiperazin-1-yl)ethyl]acridin-9-
ylidene]amino]-4,5-dihydro-1,3-thiazol-2-amine
[3,4-bis(acetyloxy)-5-acetamido-6-(2-nitrophenoxy)oxan-2-
ylJmethyl acetate
8-ethyl-5-hydroxy-1-[4-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-5-
methoxyphenyl]-9-(N'-methylcarbamimidamido)nonan-3-yl
acetate

1-{4-[(2-{[(tert-butoxy)carbonyl]amino}-3-
methylbutanamido)methyl]cyclohexanecarbonyl}pyrrolidine-2-
carboxylic acid
1-{6-[(4-{[benzyl(methyl)amino]methyl}-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)methyl]-1 azabicyclo[2.2.2]octane-3-carbonyl}piperidine-4-
carboxamide
3-0x0-2-(3-phenylprop-2-en-1-ylidene)-2,3-dihydro-1-
benzofuran-6-yl 2,2-dimethylpropanoate
(2-{[3-(heptadec-6-enoyloxy)-2-hydroxypropyl
phosphonato]oxy}ethyl)trimethylazanium

Bargustanine

4-[(2-aminopyridin-4-yl)methyl]-1-(3,4-dihydroxy-5-
methoxyphenyl)-5-hydroxy-7-(8-hydroxy-3,4-dihydro-2H-1-
benzopyran-5-yl)heptan-3-one
N-(2-methoxyethyl)-N-[(octahydro-1H-quinolizin-1-yl)methyl]-
2-(4-ox0-2-phenyl-1,2,3,4-tetrahydroquinazolin-3-yl)acetamide

N-cyclohexyl-5-{2-[(morpholin-4-yl)methyl]phenyl}-6-oxo-
7,11diazatricyclo[7.3.1.0%, Jtrideca-2,4-diene-11-
carboxamide

C23H2sNeS

CZOH24N2011

C23H39N306

c23H39N306

C25H37N702

C2,H»0,

C26Hs:NO,P

c29H34N207
c29H34N207

c29H38N4o3

c29H38N403

421.2169

469.1453

454.2912

454.2912

480.3082

349.1434

522.3554

523.2439
523.2439

491.3017

491.3017

421.2161

469.1452

454.2917

454.2917

480.3083

349.1429

522.3557

523.2438
523.2438

491.3026

491.3026

1.8779

0.1833

-1.1843

-1.1843

-0.3123

1.5352

-0.5456

0.1491
0.1491

-1.8970

-1.8970

2.554 Acridinas
2.954 N-acil-alfa-hexosaminas

4.195 Metoxifenoles

4.195 | N-acil-alfa aminoacidos

4.774 N-acilpiperidinas

5.398 Benzofuranos

5.908 1-acil-sn-glicero-3-

fosfocolinas
9.501 Bencilisoquinolinas

9.501 Curcuminoides

9.501

Quinolizinas

9.501 Citisina y derivados
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23

24

25
26

27

28

29

30

31
32
33

34

35

N-{8-hydroxy-1,4a-dimethyl-7-[1-0x0-1-(1,2,3,4- C2oH3sN4O;
tetrahydroisoquinolin-2-yl)propan-2-yl]-decahydronaphthalen-
2-yl}pyrazine-2-carboxamide

5-(3-{3,15-diazatetracyclo[7.7.1.0%,.0"°,"*heptadec-7-en-3-yl}-  C,oHzsN40s
3-oxopropyl)-3-(2-phenylethyl)imidazolidine-2,4-dione
Artorigidusin C22H206

3-formyl-2a-hydroxy-6,7b-dimethyl- C22H2606
1H,2H,2aH,4aH,5H,6H,7H,7aH,7bH-cyclobuta[e]inden 2-

yl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate
4-[(1S,4S,8S,9R)-1,5,9-trimethyl-11,14,15,16- C19H31NO,S
tetraoxatetracyclo[10.3.1.04,13.08,13]hexadecan-10-

ylJthiomorpholine

Marmeline C35H2sNO;

1-[2,5-dimethyl-5-(2-methylbutan-2-yl)oxolan-2-yl]- C35H6003
3a,3b,6,6,9a-pentamethyl-
hexadecahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-7-yl acetate

hexacosyl 3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoate Cs5Hs003
1-[(1-hydroxydodecyl)peroxy]dodecan-1-ol C24Hs500,
1,1'-(1,4-Dihydro-4-nonyl-3,5-pyridinediyl)bis [1-decanone] C34He1NO,
N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyllhexacosanamide C34He:NO,
8-(2-hexylcyclopropyl)-N-[8-(2- Cs4Hs3sNO,

hexylcyclopropyl)octanoylloctanamide
[9a,11a-dimethyl-1-(6-methylheptan-2-yl)-hexadecahydro-1H- C27H450,S
cyclopenta[a]phenanthren-7-ylJoxidanesulfonic acid

491.3017

491.3017

387.1802
387.1802

370.2047

352.1907

529.4615

529.4615

403.3782
516.4775
516.4775

518.4932

469.3346

491.3026

491.3026

387.1805
387.1805

370.2048

352.1912

529.4615

529.4615

403.379
516.4775
516.4775

518.4929

469.3343

-1.8970

-1.8970

-0.7361
-0.7361

-0.3917

-1.3629

0.0416

0.0416

-2.0155
0.0136
0.0136

0.4957

0.6520

9.501 Eudesmanos,
isoeudesmanos o ciclo-
eudesmanos
sesquiterpenoides
9.501 Aloperina y alcaloides
relacionados

12.249 Piranocromenos
12.249 p-hidroxibenzoico acido
alquil ésteres

14.082 Artemisininas

18.106 Amidas del acido
cinamico
20.665 Saponinas
triterpenoides

20.665 Esteres del acido
cumarico
20.995 Alcoholes grasos

21.039 Dihidropiridinas

21.039 [1-hidroxi-2-bencenoides
no sustituido

21.947 N-acil aminas

23.586 | Colesterol y derivados
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Finalmente, las estructuras resultantes fueron clasificadas en 17 ontologias diferentes:
alcaloides (5); alcoholes grasos (1); aminocompuestos (5); derivados del benceno (4);
derivados del colesterol (2); derivados del furano (1); ésteres (2); flavonoides (3);
fosfolipidos (1); piridinas (1); polifenoles (3); quinolinas (1); quinazolinas (1); quinolizinas(1);
terpenos (3) y tiazoles (1). En la tabla 11, se muestran las estructuras obtenidas del analisis
metabolémico que de acuerdo con la bibliografia presentan la actividad biolégica observada
en los sistemas bioldgicos evaluados. Se logré clasificar 4 estructuras con actividad
antioxidante, las ontologias respectivas fueron: aminocompuestos?® (7 y 15), ésteres?* (4)
y flavonoides?® (2). También se determinaron 17 estructuras quimicas con actividad
antifingica, pertenecientes a las siguientes ontologias: alcaloides '84206207(11 y 28);
aminocompuestos?®$27 (10,16 y 34); derivados del benceno 2%(3 y 33); derivados del
colesterol?® (9 y 35); polifenoles?"" (14); quinazolinas?®® (8); quinolinas®® (20);
quinolizinas?® (22); terpenos?%¥(23 y 29). De igual manera se clasificaron los compuestos
que de acuerdo con la literatura, pueden presentar mas de una actividad biolégica de interés
para esta investigacién. En el primer caso, donde los compuestos pueden tener actividad
fungica y antioxidante, se logré agrupar las siguientes ontologias: derivado del benceno?'°
(26), piridinas 2'°(20) y tiazoles?'! (1). Y finalmente en el caso de compuestos que son de
promotores del crecimiento microbiano, con actividad antioxidante y antifungica se encontré
la ontologia: flavonoides?'?-2' (5 y 6).
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Tabla 11. Clasificacion del perfil metabolémico de Fragaria x ananassa (Fr) de acuerdo con su
actividad bioldgica.

2
4
7

15

(2]

10

11
14

16

19
21

22

23

24

28
29

33

34
35

12

20

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 203-205.215
Genistin
1-Methyl 2-galloylgalactarate
N-(2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)-6-oxo0-7,11-diazatricyclo[7.3.1 .02,7]trideca-2,4-diene-1 1-
carbothioamide
1-{4-[(2-{[(tert-butoxy)carbonyl]amino}-3-
methylbutanamido)methyl]jcyclohexanecarbonyl}pyrrolidine-2-carboxylic acid

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA'84206-210216
16-azatetracyclo[7.6.1.02,7.010,15]hexadeca-2,4,6,10,12,14-hexaene-1-carboxamide
7-[[ethyl-[(4-ox0-1H-quinazolin-2-yl)methyl]amino]methyl]-5-thiazolo[3,2-a] pyrimidinone
1-(5-ethyl-7-hydroxy-6-methylhept-3-en-2-yl)-9a,11a-dimethyl-hexadecahydro-1H
cyclopenta[a]phenanthrene-2,3,3b,5,6,7-hexol
13-(2H-1,3-benzodioxol-5-yl)-12,14-dioxo-1,1 3-diazatetracyclo[8.6.0.02,7.011,15] hexadeca-
2(7),3,5,8-tetraene-16-carboxamide
8-[[4-[2-furanyl(oxo)methyl]-1-piperazinyl]methyl]-1,3-dimethyl-7-propylpurine-2,6-dione
8-ethyl-5-hydroxy-1-[4-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-5-methoxyphenyl]-9-(N'-
methylcarbamimidamido) nonan-3-yl acetate
1-{6-[(4-{[benzyl(methyl)amino]methyl}-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl]-1 azabicyclo[2.2.2]octane-
3-carbonyl}piperidine-4-carboxamide
Bargustanine
N-(2-methoxyethyl)-N-[(octahydro-1H-quinolizin-1-yl)methyl]-2-(4-oxo-2-phenyl-1,2,3,4-
tetrahydroquinazolin-3-yl)acetamide
N-cyclohexyl-5-{2-[(morpholin-4-yl)methyl]phenyl}-6-oxo-7,11diazatricyclo[7.3.1 .02,7]trideca-
2,4-diene-11-carboxamide
N-{8-hydroxy-1,4a-dimethyl-7-[1-ox0-1-(1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-2-yl)propan-2-yl]-
decahydronaphthalen-2-yl}pyrazine-2-carboxamide
5-(3-{3,15-diazatetracyclo[7.7.1 .02,7.010,15] heptadec-7-en-3-yl}-3-oxopropyl)-3-(2-
phenylethyl)imidazolidine-2,4-dione
Marmeline
"1-[2,5-dimethyl-5-(2-methylbutan-2-yl)oxolan-2-yl]-3a,3b,6,6,9a-pentamethyl-
hexadecahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-7-yl acetate
N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyllhexacosanamide
8-(2-hexylcyclopropyl)-N-[8-(2-hexylcyclopropyl)octanoyl]loctanamide
[9a,11a-dimethyl-1-(6-methylheptan-2-yl)-hexadecahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-7-yl]
oxidanesulfonic acid

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE/ ANTIFUNGICA?'%2"

N-[2-[[5-(1,3-benzothiazol-2-yl)-4-[[(1R,2S,3R,4R)-2,3-dihydroxy-4-
(hydroxymethyl)cyclopentyllJamino]-6-methylpyrimidin-2-ylJamino]ethyllmethanesulfonamide
N-[[10-[2-(4-methylpiperazin-1-yl)ethyl]acridin-9-ylidene]amino]-4,5-dihydro-1,3-thiazol-2-
amine
4-[(2-aminopyridin-4-yl)methyl]-1-(3,4-dihydroxy-5-methoxyphenyl)-5-hydroxy-7-(8-hydroxy-
3,4-dihydro-2H-1-benzopyran-5-yl)heptan-3-one
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25

Artorigidusin

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE/ ACTIVIDAD ANTIFUNGICA/ACTIVIDAD PROMOTORA DEL
CRECIMIENTO?'224
5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]-4H-
chromen-4-one
3,5-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-7-[(3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-yl)oxy]-4H-chromen-4-
one

A partir de estos resultados se formuldé como perspectiva la realizacion de estudios
metaboldmicos dirigidos en los extractos vegetales enfocados en la confirmacion
/determinacién de los compuestos presentes en las Tablas 9 y 11 a los cuales se les
relacionod con los efectos biologicos observados para Trichoderma y Saccharomyces. Asi
mismo, en el grupo de trabajo se tiene como antecedente y linea de investigacion el estudio
del metabolismo del nitrégeno en diferentes sistemas bioldgicos, mediante el desarrollo de
procedimientos analiticos para la determinacion de amino compuestos.

En este sentido se tiene como antecedente la sintesis de un nuevo derivatizante (1-
methylpyridinium-3-succinylcarbamate UMCS- UG) para la determinacion de amino
compuestos mediante HPLC-ESI-MS/MS. El derivatizante utilizado es un derivado de la sal
de piridonio, que contiene una carga positiva, mejorando asi su ionizacion en ESI. Para este
proyecto parecio interesante llevar a cabo un analisis en la modalidad Precursor ion scan.
El ion diagndstico fue 135.1 m/z, correspondiente al fragmento del derivatizante tras su
fragmentacion, que es comun para todos los compuestos derivatizados (amino compuestos
principalmente). Con base en lo anterior, después de haber evaluado el efecto de los
extractos sobre el crecimiento de Trichoderma atroviride, se seleccionaron algunos de los
extractos con mayor y menor inhibicion del crecimiento para llevar a cabo un estudio
metabolémico en un nivel intermedio entre dirigido y no dirigido con el fin de diferenciar el
perfil de amino compuestos presentes en los extractos seleccionados y evaluar si es posible
que el perfil de amino compuestos pueda relacionarse con los efectos sobre el crecimiento
de Trichoderma atroviride. Los resultados se presentan en la siguiente seccion.
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1.5 Determinacion de perfil de amino compuestos en extractos vegetales
mediante HPLC-ESI-MS mediante el modo de adquisicion de Precursor ion
scan.

Tal como se describié en la para seccion experimental los extractos seleccionados para
llevar a cabo este analisis fueron: Senna septemtrionalis (Ss), Mimosa bahamensis (Mb),
Casearia corymbusa (Cc), Tecoma stans (Ts), Kalanchoe daigremontiana (Kd) y
Selenicereus undatus(Su). En las figuras (29-35), se presentan los cromatogramas
obtenidos para cada extracto derivatizado en el modo de adquisicién Precursor ion scan
utilizando el ion 135 m/z como ion producto (diagndstico).
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Figura 29. Cromatograma correspondiente a la muestra del extracto de Senna
septemtrionalis.
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Figura 30. Cromatograma correspondiente a la muestra del extracto de Mimosa
bahamensis.
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Figura 31. Cromatograma correspondiente a la muestra del extracto de Caesaria
corymbusa.
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Figura 32. Cromatograma correspondiente a la muestra del extracto de Tecoma stans.
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Figura 33. Cromatograma correspondiente a la muestra del extracto de Fragaria x
ananassa.
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Figura 34. Cromatograma correspondiente a la muestra del extracto de Kalanchoe
daigremontiana.
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Figura 35. Cromatograma correspondiente a la muestra del extracto de Selenicereus
undatus.
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Para obtener la lista de iones precursores y poder hacer comparaciones del perfil de
posibles amino compuestos entre extractos, los datos obtenidos fueron procesados en el
programa MS-DIAL. Posteriormente se llevd a cabo un analisis de componentes
principales (PCA) de los iones precursores que presentaron un valor de p<0.05 en todos
los extractos analizados. En la figura 36 se presenta el PCA generado a partir de los iones
precursores registrados para los extractos analizados, en donde los dos primeros
componentes representan el 77% de la varianza total de los datos monitoreado. En la
grafica de los “Scores” se presenta la distribucion de los extractos analizados, mientras que
en la grafica de los loadings se presenta la distribucién de los iones precursores
encontrados.
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Figura 36. Analisis de componentes principales de los precursores encontrados en los
extractos derivatizados y analizados por en la modalidad de Precursor lon Scan donde le
ion producto fue el 135 m/z
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En cuanto a la distribucion del perfil de precursores respecto a la distribuciéon de los
extractos en funcion de la inhibicion del crecimiento de Trichoderma atroviride, se observan
tres zonas: 1) marcada en verde que corresponde a la agrupacion de los extractos que
generaron mayor inhibicion de crecimiento (Fr y Su), 2) marcada en amarillo la
correspondiente a la agrupacion de los extractos con inhibicion media (9,15,16 y23) la
marcada en naranja, la que corresponde a los extractos con menor inhibiciéon del
crecimiento (Ss). La distribucién de los extractos en las zonas descritas de acuerdo con el
efecto que registraron sobre Trichoderma atroviride corresponde a los valores de los
diametros de los halos registrados en la tabla 5. La importancia de evaluar el perfil de amino
compuestos de extractos de plantas que presentan un efecto antifungico se basa en los
reportes de la presencia analogos de aminoacidos proteogénicos como parte de sus
mecanismos de defensa, tal es el caso de la Canavanina, el cual es un compuesto analogo
estructural de arginina que se incorpora erroneamente en proteinas fungicas, produciendo
proteinas disfuncionales; otro ejemplo es la Azetidina-2-carboxilica, el cual es un analogo
de prolina del cual se ha reportado alteracion en el plegamiento proteico y por ultimo la
mimosina, derivada de tirosina, cuyos principales efectos reportados son quelacién de
hierro y bloqueo del ciclo celular.

Aunque muchos estudios se enfocan en los polifenoles como principales agentes
antifungicos en extractos vegetales, los amino compuestos también pueden desempenar
un rol importante, especialmente en plantas leguminosas (Canavalia ensiformis, Mimosa
spp., Leucaena, etc.) que acumulan aminoacidos no proteicos con actividad bioldgica. Una
de las posibles aplicaciones del usar extractos de plantas para modular el crecimiento de
microorganismos si el extracto contiene amino compuestos (como los analogos de
aminoacidos anteriormente mencionados) es en el desarrollo de biofungicidas selectivos.

El perfil de amino compuestos de un extracto vegetal no solo es una caracteristica
bioquimica pasiva, sino que puede ser determinante en su capacidad antifungica. Evaluarlo
permite, entender los mecanismos de inhibicién microbiana, prevenir efectos indeseados
sobre microorganismos benéficos (como levaduras probidticas) y potenciar aplicaciones
biotecnolégicas mediante el disefio de extractos selectivos o enriquecimientos funcionales.

Es este sentido se tiene como perspectiva continuar con el desarrollo de procedimientos
analiticos que nos permitan llevar a cabo la determinacion cuantitativa de amino
compuestos mediante HPLC-ESI-MS/MS en modalidad MRM.
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7.0 Conclusiones

Las conclusiones obtenidas del desarrollo del proyecto de tesis se presentan a
continuacion:

e EI presente estudio permiti6 demostrar la viabilidad del uso de hongos del
género Trichoderma (T. atroviride) y de levaduras del género Saccharomyces como
modelos biolégicos adecuados para evaluar el efecto de extractos de plantas
medicinales.

e Para el caso de Trichoderma atrovidire, se evalud el efecto se evalué el efecto de
13 extractos a las concentraciones de 0.5, 5.0 y 20 mg ml", sobre le crecimiento del
hongo. 11 extractos presentaron inhibicion del crecimeinto en las tres
cocentraciones evaluadas, mientras que solo 2 (Ss y Kd) obtuvieron inhibicién en
dos concentraciones. Lo extractos que mas inhibieron el crecimiento del hongo
fueron Fragaria x ananassa (Fr, No.10) y Selenicereus undatus (Su, No.12)).

e A partir de los resultados del efecto de los 13 extractos sobre el crecimiento de
Trichoderma atroviride, fueron seleccionados 3: Fragaria x ananassa (Fr, No.10),
Selenicereus undatus (Su, No.12)) y (Kalanchoe daigremontiana (Kd, No. 13)) para
evaluar su efecto en las concentraciones 100 y 500 ug L' sobre Saccharomyces
cerevisae. Los resultados en medio sélido no mostraron diferencias a simple vista
sobre el crecimiento de las levaduras en ninguna de las concentraciones evaluadas
para los tres extractos respecto al tratamiento control. Por otro lado, las pruebas en
medio liquido mostraron que a la concentraciéon de 500 yg L' para los tres extractos
la densidad optica en las 6 primeras horas de crecimiento aumentd
significativamente respecto al control, lo que sugiere que los extractos Fragaria x
ananassa (Fr, No.10), Selenicereus undatus (Su, No.12)) y (Kalanchoe
daigremontiana (Kd, No. 13)) podrian favorecer el crecimiento de las levaduras
durante la fase estacionaria. Asi mismo, también se observdé un aumento de la
capacidad antioxidante de las levaduras despues de 24 horas de exposicion a los
extractos comparado con el tratamiento control, siendo las levaduras expuestas a ()
las que mayor capacidad antioxidante reportaron.

e Con el fin de poder relacionar los efectos sobre el crecimiento de Trichoderma
atroviride y Saccharomyces cerevisae que se reportaron, se llevo a cabo un analisis
metabolémico no dirigido mediante HPLC-ESI-QTOF-MS/MS.

Para el extracto de Selenicereus undatus se lograron relacionar:

a) 8 estructuras con actividad antioxidante pertenecientes a las ontologias de
flavonoides'”® (4) derivados del benceno '7° (22), ésteres'® (36), terpenos y
triterpenos 81182 (37,39 y 45) y tocoferoles'® (46);

b) 8 estructuras con actividad antifungica, pertenecientes a las ontologias,
alcaloides™* (13), derivados del benceno'™ (6 y 35), derivados del
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colesterol' (43), derivados del furano'® (12), ésteres/parabenos’® (21),
flavonoides'®® (11), polifenoles™ (15) y sesquiterpenos™® (10).

c) 1 estructura que se ha reportado puede promover el crecimiento microbiano
la ontologia involucrada en esta actividad fue: triterpenos'? (1).

d) Se clasificaron los compuestos que, de acuerdo con la literatura, pueden
presentar mas de una actividad bioldgica de interés para esta investigacion.
En el primer caso, donde los compuestos pueden tener actividad fungica y
antioxidante, se logr6 agrupar las siguientes  ontologias,
aminoacompuestos'®1% (2,16 y 28), derivados del benceno'"% (23),
flavonoides'®”1%8 (25,26 y 33), diterpenos'®”'%® (44) y xilenos'®® (17). En el
caso de compuestos que son de promotores del crecimiento microbiano y
tienen actividad antifingica se encontro la ontologia de los flavonoides 178200~
202 con 2 posibles estructuras (3 y 4).

Para el extracto de Fragaria x ananassa se lograron relacionar:

a) Se logré clasificar 4 estructuras con actividad antioxidante, las ontologias
respectivas fueron: aminocompuestos?® (7 y 15), ésteres?® (4) vy
flavonoides®® (2).

b) Se determinaron 17 estructuras quimicas con actividad antifiingica,
pertenecientes a las ontologias: alcaloides '84206207(11 'y  28);
aminocompuestos?%®2%7 (10,16 y 34); derivados del benceno 2%(3 y 33);
derivados del colesterol?® (9 y 35); polifenoles?'" (14); quinazolinas?® (8);
quinolinas?®® (20); quinolizinas?® (22); terpenos?%(23 y 29).

c) Se clasificaron los compuestos que, de acuerdo con la literatura, pueden
presentar mas de una actividad biolégica de interés para esta investigacion.
En el primer caso, donde los compuestos pueden tener actividad fungica y
antioxidante, se logré agrupar las siguientes ontologias: derivados: derivado
del benceno?' (26), piridinas 2'° (20) y tiazoles 2''(1).

d) Y finalmente en el caso de compuestos que son de promotores del
crecimiento microbiano, con actividad antioxidante y antifungica se encontré
la ontologia: flavonoides?'?2' (5 y 6).

e Después de haber evaluado el efecto de los extractos sobre el crecimiento de
Trichoderma atroviride, se seleccionaron algunos de los extractos con mayor y
menor inhibicidn del crecimiento para llevar a cabo un estudio metabolémico en un
nivel intermedio entre dirigido y no dirigido con el fin de diferenciar el perfil de amino
compuestos presentes en los extractos seleccionados y evaluar si es posible que el
perfil de amino compuestos pueda relacionarse con los efectos sobre el crecimiento
de Trichoderma atroviride. EI PCA generado a partir de los iones precursores
encontrados para los extractos analizados, los dos primeros componentes
representan el 77% de la varianza total de los datos monitoreado. En la grafica de
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los “Scores” se presenta la distribucion de los extractos analizados, mientras que en
la grafica de los loadings se presenta la distribucion de los iones precursores
encontrados. En cuanto a la distribucién del perfil de precursores respecto a la
distribucion de los extractos en funcién de la inhibicion del crecimiento de
Trichoderma atroviride, se observan tres zonas: 1) mayor inhibiciéon de crecimiento
(Fry Su), 2) inhibicion media (Cc, Ts, Kd, Mb) y 3) menor inhibicién del crecimiento
(Ss). La distribucién de los extractos en las zonas descritas de acuerdo con el efecto
que registraron sobre Trichoderma atroviride corresponde a los valores de los
diametros de los halos registrados.

e El perfil de amino compuestos de un extracto vegetal no solo es una caracteristica
bioquimica pasiva, sino que puede ser determinante en su capacidad antifungica.
Evaluarlo permite, entender los mecanismos de inhibicion microbiana, prevenir
efectos indeseados sobre microorganismos benéficos (como levaduras probidticas)
y potenciar aplicaciones biotecnoldgicas mediante el disefio racional de extractos
selectivos o enriquecimientos funcionales.
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9.0 Apéndice

Tabla 12: Parametros analiticos para la determinacion de fenoles y flavonoides
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Determinacion Rango de calibracién Funcién de R?
calibracion
Flavonoides 1.2-60 g L™ Abs = 0.0081c — 0.999
0.0033
Fenoles 0.8-58mgL" Abs = 0.0994c + 0.997

0.0633

Tabla 13. Parametros analiticos para la determinacion de capacidad antioxidante.

Rango de calibracion Funcion de R?
calibracién
0.1-0.6 mglL" Abs = 0.6334c + 0.
0.0034
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