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Resumen

Estudio fitoquimico y de la actividad antiplasmodial de Miconia
aeruginosa

La malaria es una enfermedad parasitaria que, en 2023, fue responsable por 249 millones
de casos y 11.7 millones de muertes, a nivel mundial. Los medicamentos usados en su
tratamiento presentan resistencia, por lo que es necesario buscar nuevos agentes
terapéuticos. El extracto etandlico total de hojas de M. aeruginosa (ETMA) resulté activo
en un tamizado frente a Plasmodium falciparum, agente causal de la malaria, por lo tanto,
en este trabajo se estudié su composicion quimica y efecto antiplasmodial. Se encontraron
flavonoides, terpenos, cumarinas, saponinas y taninos, entre otros; mediante analisis
fitoquimico preliminar, LC-MS y analisis con el software MetaboScap. ETMA fue
fraccionado por cromatografia en columna abierta, usando silica gel. ETMA y sus
fracciones fueron probadas en el ensayo in vitro de inhibicién del desarrollo de P.
falciparum, cepa FCR-3. ETMA mostr6 la mejor actividad, con una Clso de 3.48 ug/mL,
seguido de la fraccion 11 (F-11) (4.15 pg/mL). Otras fracciones activas fueron 7 (5.22
Mg/mL), 8 (15.2 yg/mL) y 13 (6.30 pug/mL), todas ellas ricas en flavonoides. Se eligié F-11
para aislar alguno de sus compuestos mayoritarios teniendo en cuenta también la
citotoxicidad sobre células de mamifero, evaluada en fibroblastos murinos NHI/3T3. Las
fracciones activas frente a P. falciparum no presentaron citotoxicidad, con una Clsg mayor
a 100 pyg/mL. Se logré aislar, aunque no de manera pura, la Isovitexina. Adicionalmente,
se realizd una caracterizacion macroscopica y microscopica de las hojas de M. aeruginosa,
por considerarse de interés como droga vegetal a ser eventualmente utilizada como

materia prima vegetal.

Palabras clave: Miconia aeruginosa, actividad antiplasmodial, flavonoides,

selectividad.
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Abstract

Phytochemical Study and Antiplasmodial Activity of Miconia
aeruginosa

Malaria is a parasitic desase responsable, in 2023, for 249 million of cases and 11.7 million
of deaths, worldwide. Drugs, currently used for its treatment, show resistance. As a result,
searching for new drugs is a imperative. The whole ethanolic extract of M. aeruginosa
leaves (ETMA) was active in a previous screening against Plasmodium falciparum,
causative agent of malaria. Consequently, in this work, the antiplasmodial activity and the
chemical constituents of this plant were studied. Flavonoids, terpens, coumarins, saponins,
and tanins, amongst others were found by preliminar phytochemical analisis, LC-MS,
analisis with the MetaboScap software. ETMA was chromatographed by silica gel. ETMA
and its fraciones were tested, in a developmental assay inhibition, against the strain FCR-
3 of P. falciparum in vitro. ETMA showed the highest activity, with an Clsp of 2.68 ug/mL,
followed by fraction 11 (F-11) (4.15 ug/mL). Fractions 7 (5.22 ug/mL) and 8 (13.8 ug/mL),
and 13 (6.59 yg/mL) showed some activity too. All of them were rich in flavonoids. As a
result, F-11 was chosen to be fractionated to isolate some of its major compounds. Fraction
selection was also related to their citotoxicity, which was tested in the mammal cells, murins
fibroblasts NHI/3T3 to assess their selectivity. The compound Isovitexin was isolated, even
though with low purity. Active fractions against P. falciparum did not show citoxicity, with an
Clso greater than 100 pg/mL. Aditionally, a macroscopic and microscopic characterization

was performed to the M. aeruginosa leaves to be potentially used as a herbal raw material.

Keywords: Miconia aeruginosa, antiplasmodial activity, flavonoids, selectivity.
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1.INTRODUCCION

La malaria, también conocida como paludismo, es una enfermedad tropical producida por
protozoarios del género Plasmodium, cuyo vector de contagio y propagacion es el
mosquito hembra del género Anopheles. Esta enfermedad se presenta en humanos y en
algunas especies de mamiferos, reptiles y aves. Existen 5 especies que pueden infectar al
humano y son Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae,

Plasmodium ovale y Plasmodium knowlesi (Ashley et al., 2018).

La enfermedad manifiesta sus sintomas luego de un periodo de incubacion de los parasitos
y éste dura de 2 a 3 semanas, dependiendo de la especie del parasito. En este periodo, la
concentracion de parasitos en la sangre, alcanza aproximadamente los 100 parasitos por
ML de sangre y a partir de este valor comienzan a presentarse los sintomas de la
enfermedad (Ashley et al., 2018).

De acuerdo con el informe anual de malaria de 2023, se estimaron 249 millones de casos
y 11.7 millones de muertes en 2022 (WHO, 2023). Muchos de los farmacos vy

medicamentos actualmente disponibles estan presentando resistencia.

La malaria es una de las enfermedades mas relevantes en paises en desarrollo, causando
la muerte de al menos 2 millones de personas alrededor del mundo y provocando la
enfermedad al menos a 400 millones de personas al afio (World Health Organization,
2023).

Segun el informe mundial sobre malaria, en el afio 2023 (World Health Organization, 2024)
se registraron aproximadamente 249 millones de casos de malaria en 85 paises,
representando un aumento de 5 millones de casos en comparacién con los casos
presentados en el afio 2021. Los paises que contribuyeron al aumento de esta cifra, fueron
Pakistan con mas de 2.1 millones de casos de malaria; Etiopia y Nigeria suman mas de

2.6 millones de casos; Uganda con mas de 597 000 casos de malaria y Papua Nueva
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Guinéa con mas de 423 000 casos presentados (Ministerio de salud, 2021; World Health
Organization, 2024).

En la actualidad existen pocos farmacos para tratar la enfermedad y su uso esta limitado
debido a la resistencia generada por los parasitos de Plasmodium a los tratamientos
usados. Los farmacos se administran principalmente en combinaciones y en pocos paises
como monoterapias, de acuerdo a las guias de tratamiento farmacoldgico de cada pais,
las cuales contienen las sugerencias de la OMS y/o de los expertos en salud del pais
(Maller & Hyde, 2010).

La cloroquina se convirtio en el medicamento de elecciéon por muchos anos para tratar la
malaria no complicada; sin embargo, luego de los primeros 10 anos de uso se comenzo a
registrar resistencia a este medicamento; primero en africa y posteriormente se expandié
al sureste de Asia y a Sur América. Actualmente el tratamiento de primera linea es la

terapia combinada con artemisina (Montes De Oca Arjona et al., 2006).

Los dos farmacos principales para el tratamiento de la malaria tienen sus origenes en
plantas: la artemisina se derivd del uso tradicional de la planta china Qing hao (Artemisia
annua); y la quinina de los arboles del género Cinchona. Ambas tienen reportes de uso

popular para el tratamiento de las fiebres (Chinsembu, 2015).

Desde el inicio de la civilizacidon, un gran nimero de plantas han sido usadas para el
tratamiento de enfermedades tropicales, por ello, se cuenta con una base de informacion
etnofarmacolégia sobre sus aplicaciones. Adicionalmente, el estudio de plantas
medicinales tiene entre sus ventajas que es menos costoso, ya que se acorta la etapa de
descubrimiento de nuevas moléculas de 10 a 5 afios aproximadamente; también, las
personas tienen mas confianza en aquellos productos basados en ingredientes naturales.
Una razon por la que las plantas son importantes en el estudio de agentes antimalaricos,
es la amplia diversidad quimica que ofrecen, haciendo de las mismas, fuentes atractivas
en la busqueda de posibles nuevos farmacos (Chinsembu, 2015; Ministerio de Proteccion
Social,2011).

En la mayor parte de los paises endémicos como lo son Brasil, Venezuela, Colombia, etc.;
el tratamiento de la malaria se basa en “remedios tradicionales” a base de plantas y
dependiendo de la biodiversidad de cada pais, se tiene una gama diferente de las mismas,

empleadas para tal fin. En Colombia, se cuenta con el libro plantas antiplasmddicas de
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Tumaco: costa pacifica colombiana, el cual recoge conocimientos etnobotanicos de 122

plantas de Tumaco empleadas para tratar la malaria, entro otros (Blair & Madrigal, 2005).

A partir de este, se realizd una revision de algunas plantas utilizadas en el tratamiento de
la malaria en Tumaco y otras regiones y también se tomaron en cuenta resultados previos
del grupo de investigacién de principios bioactivos en plantas medicinales, como resultado
de la evaluacién de estas fuentes se eligié Miconia aeruginosa, mas adelante se discutiran
mas a fondo estos aspectos, como planta de estudio para este trabajo (Blair & Madrigal,
2005, Garcia-Barriga, 1983; Sosa, 2019).

El presente estudio pretende contribuir a la identificaciéon de metabolitos secundarios que
puedan ser responsables de la actividad antiplasmodial de un extracto etandlico total de
las hojas de Miconia aeruginosa y en la caracterizacion de la droga proveniente de las

hojas de la misma.






2.MARCO TEORICO

2.1. Malaria Fisiopatologia y Ciclo de Vida

La malaria, también conocida como paludismo, es una enfermedad tropical producida por
protozoarios del género Plasmodium, cuyo vector de contagio y propagacion es el
mosquito hembra del género Anopheles. Esta enfermedad se presenta en humanos y en
algunas especies de mamiferos, reptiles y aves (Ashley et al., 2018). Existen 5 especies
que pueden infectar al humano y son Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,

Plasmodium malariae, Plasmodium ovale y Plasmodium knowlesi (Ashley et al., 2018).

La enfermedad manifiesta sus sintomas luego de un periodo de incubacién de los parasitos
y este dura de 2 a 3 semanas, dependiendo de la especie del parasito. En este periodo, la
concentracion de parasitos en la sangre, alcanza aproximadamente los 100 parasitos por
ML de sangre y a partir de este valor comienzan a presentarse los sintomas de la
enfermedad (Ashley et al., 2018).

La malaria contintia siendo un importante problema de salud; mas del 40% de la poblacion
en el mundo corre el riesgo de contraer esta enfermedad. En los ultimos afios, se han
generado estrategias que permitieron disminuir la tasa de mortalidad en mas de un 25%
en el mundo (OMS, 2022).

La mayoria de los pacientes con malaria viven en climas tropicales, la resistencia que
desarrollan los parasitos a las terapias actuales es una de las complicaciones mas
importantes (Canese & Canese, 2012). Por lo que se hace imperativo buscar nuevas

alternativas terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad.

El organismo causante de la malaria es un protozoario del género Plasmodium,
perteneciente a la familia Apicomplexa, que se caracteriza por estructuras conocidas como

complejo apical, formado por roptrias y micronemas, responsables de la entrada del
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parasito a la célula, las cuales desaparecen en las etapas no invasivas del parasito
(Becerril-Flores, 2014).

La malaria se transmite por un vector del género Anopheles que infecta al humano, a través
de la picadura. El Plasmodium tiene un ciclo de vida que alterna entre dos huéspedes, un
vertebrado (que puede ser el humano) y un mosquito (hembra del género Anopheles) este
ultimo se conoce como huésped definitivo. En el vertebrado se lleva a cabo dos tipos de
ciclos asexuales; en el primero cuando el esporozoito (fase infectante) es inoculado
durante la picadura del mosquito y llega al higado, donde los parasitos se introducen en
los hepatocitos, gracias a su complejo apical y se reproducen de forma asexual,
terminando en la formacion de merozoitos que al liberarse en el torrente sanguineo dan
inicio al ciclo eritrocitico, entrando en los hematies. El segundo ciclo asexual comienza
cuando los merozoitos son capaces de infectar los globulos rojos (Becerril-Flores, 2014;
Canese & Canese, 2012).

El merozoito invade el glébulo rojo de forma analoga a la que infectd al hepatocito, dando
inicio a la fase eritrocitica. En el interior del glébulo rojo, el merozoito se diferencia en una
forma joven conocida como anillo, para luego formar un trofozoito que da origen al
esquizonte eritrocitico que, al madurar libera de 8 a 32 merozoitos a la circulacion
sanguinea. Estos merozoitos pueden invadir a otros eritrocitos iniciando de nuevo el ciclo.
Algunos de estos parasitos pueden diferenciarse en gametocitos macho y hembra,
denominados microgametocitos o macrogametocitos, respectivamente, siendo estos las
formas sexuales del parasito e infectantes para la hembra del mosquito (Anopheles), tras
la picadura de éste a un individuo infectado (Becerril-Flores, 2014; Canese & Canese,
2012).

Estos gametocitos contindan su diferenciacion en el interior del tracto gastro intestinal del
mosquito hasta convertirse en gametos. Mas tarde se realizara la fecundacion entre estos
gametos que originaran un cigoto, que luego se transformara en oocineto, forma movil que
es capaz de atravesar la pared intestinal del mosquito; en la parte externa del intestino se
diferencia en ooquiste, el cual lleva a cabo la sintesis de ADN seguida de varias divisiones
celulares que generan miles de esporozoitos, los cuales migran a las glandulas salivales
del mosquito, donde sufre las modificaciones que los preparan para infectar al siguiente

huésped humano (Becerril-Flores, 2014; Canese & Canese, 2012).
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2.2. Situacion Epidemiolégica Global y en Colombia

La malaria es un problema de salud publica que se presenta principalmente en zonas
tropicales. En los ultimos afios se ha presentado una disminucién en cuanto a casos de la
enfermedad que se presentan en paises endémicos; mas sin embargo durante la
pandemia, se incrementaron los casos de contagios, debido a la interrupcion de estrategias
para la eliminacion de la enfermedad y la interrupcion en servicios de salud. En el afo
2020, las muertes por malaria aumentaron hasta un 10% en comparacién con las ocurridas

en el ano 2019 (Direccion de Vigilancia y Analisis del Riesgo en Salud Publica, 2024)

Durante los anos 2000 a 2021, los casos de malaria en la region de las Américas, se redujo
en un 60% y la incidencia de los casos presentados disminuyé en 70%, reduciendo las

muertes en un 64% (Direccion de Vigilancia y Analisis del Riesgo en Salud Publica, 2024)

En el 2023, en los paises pertenecientes a las Américas, reportaron un total de 505 000
casos de malaria, lo que representa un aumento del 5% en comparacion con los casos
presentados en el 2022. La carga de estos casos se encuentra principalmente en América
del sur, en paises como Brasil, Colombia y Venezuela; donde las comunidades indigenas
y las poblaciones que se dedican a la mineria, son las mas afectadas por la enfermedad

(Dia de la Malaria en las Américas, 2024).

Adicional, dado que en los ultimos dos afios se ha presentado un fendmeno migratorio,
esté ha causado un aumento en los casos de malaria provenientes de los paises del que
migran las personas. En contraste en paises como Surinam, Ecuador, Honduras, México,
Republica Dominicana, Costa Rica, Guatemala y Guyana Francesa, reportan una
disminucion en los contagios de la enfermedad, esto gracias a la vigilancia de la malaria y
garantizar que los servicios de salud estén disponibles para las comunidades que lo

necesiten (Dia de la Malaria en las Américas, 2024).

En cuanto a Colombia, la malaria es un problema de salud publica importante, ya que el
66% de los municipios se encuentran a alturas iguales o inferiores a los 1600 metros sobre

el nivel del mar, los cuales cuentan con condiciones geograficas, climaticas y
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epidemiolégicas que facilitan la transmision del parasito. Durante el 2023 se notificaron
105 482 casos de malaria, de los cuales 103 883 corresponden a malaria no complicada y
1 599 a malaria complicada, donde se reportaron 23 muertes. En cuanto a la
predominancia se reporta que se encuentra en primer lugar, la infeccién por P. vivax contd
con un 63.1%, seguido de P. falciparum con un 35.9% y una infeccién mixta con un 1.0%

(Direccién de Vigilancia y Analisis del Riesgo en Salud Publica, 2024).

En octubre del 2019, en el marco de la Estrategia técnica mundial contra la malaria 2016-
2030, se inicia la implementacion de la Iniciativa Regional para la Eliminacion de la Malaria
(IREM) en 12 municipios del pacifico colombiano, esto con el fin de eliminar y reducir la
malaria en estos territorios; esta iniciativa contempla la estrategia DTI-R (Deteccién,
Diagndstico, Tratamiento, Investigacion y Respuesta) (Direccion de Vigilancia y Analisis
del Riesgo en Salud Publica, 2024).

2.3. Factores de Virulencia

La morbilidad y mortalidad asociadas con el paludismo, se deben a las propiedades de
adhesion que adquieren los eritrocitos infectados, por ejemplo, en P. falciparum, son
capaces de unirse a células endoteliales que cubren los vasos sanguineos mediante un
fendmeno conocido como citoadherencia, de esta forma los eritrocitos infectados quedan
secuestrados en el endotelio vascular. Unas pequefas protuberancias electrodensas
conocidas como Knobs, median dicho fendbmeno y se ubican en la superficie de los
eritrocitos infectados por trofozoitos y esquizontes; dichas formas estan ausentes en los
eritrocitos infectados por formas de anillo del parasito, ya que este estadio es el unico que

se encuentra en sangre circundante (Becerril-Flores, 2014).

Esta citoadherencia confiere al parasito dos ventajas en la supervivencia: 1) un ambiente
anaerobico ideal para su maduracion y 2) elusidon del sistema inmune para no ser
detectado. Los eritrocitos infectados pueden adherirse a través de los “knobs” con
eritrocitos no infectados y formar rosetas, o se unen entre ellos para formar complejos de
autoaglutinacion. El secuestro, tanto de eritrocitos infectados, como de los complejos de
aglutinacioén, en los receptores presentes en las células endoteliales de los capilares que
irrigan ciertos érganos, conducen a formacion de trombos que, a su vez, causan alteracion

en el flujo sanguineo, promoviendo disfunciones metabdlicas que generan las principales
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manifestaciones de la enfermedad, como por ejemplo si se origina en el pulmén da origen

a un edema pulmonar (Becerril-Flores, 2014).

2.4. Manifestaciones Clinicas

La infeccién por P. falciparum induce un amplio espectro de sintomas en los humanos,
desde enfermedades asintomaticas hasta enfermedades graves con resultados fatales.
Hasta la fecha, la mortalidad en el mundo esta vinculada a este género (Pabon, 2014;
Becerril-Flores, 2014; Romero-Cabello, Raul et al., 2018).

El dafio principal esta dado por el grado de parasitemia, lo que lleva a mayor o menor
destruccion de hematies, fiebre elevada y bloqueo de los capilares, especialmente los del
sistema nervioso central y otros 6rganos. Después de un periodo de incubacion de 8 a 25
dias, la enfermedad comienza con fiebre continuada o irregular, junto con malestar general,
cefalea, nauseas y vomitos. La fiebre toma un ritmo muy caracteristico de la enfermedad
de malaria, por lo general comienza el ascenso febril a media mafana con un intenso
escalofrio, ya que asciende la temperatura bruscamente hasta alcanzar entre 39-41°C.
Después de mediodia se produce un descenso de temperatura también brusco que causa
una intensa sudoracion, con sensacion de calor. Una vez termina este acceso febril, todo
vuelve a una temperatura normal y luego de 48 horas, el cuadro se repite ciclicamente en
las especies de P. vivax, P. ovale y P. falciparum y cada 72 horas para la especie P.
malariae (Canese & Canese, 2012; Pabén, 2014; Becerril-Flores, 2014; Romero-Cabello,
Raul et al., 2018).

En las infecciones por P. falciparum, si no son tratadas a tiempo, éstas pueden causar
complicaciones del sistema nervioso central. En la microcirculacion del cerebro se
producen pequenas areas de infarto cerebral y hemorragia, provocando alteraciones de la
conciencia como somnolencia que puede llegar a coma, trastornos de conducta,
alucinaciones, etc. En algunos casos conducen a la muerte (Pabén, 2014; Becerril-Flores,
2014; Romero-Cabello, Raul et al., 2018).
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2.5. Diagnostico

El método mas usado para el diagnéstico de paludismo es la técnica de frotis sanguineo;
para ello, se coloca una gota de sangre infectada en un portaobjetos, con una segunda
lamina se esparce una pelicula muy fina de sangre y se deja secar, se fija y tiie con
colorante Giemsa y se observa al microscopio. Esta técnica nos permite conocer el grado
de parasitemia del individuo y mediante un analisis morfoldgico de los parasitos presentes,
se puede diagnosticar la especie, esto es importante para indicar el tratamiento a seguir.
Una desventaja es su escasa sensibilidad, puesto que se requiere de una parasitemia
minima, expresada como parasitos/ul de sangre para su deteccién. Esta técnica se conoce
como “método de la gota gruesa” (Pabdn, 2014; Becerril-Flores, 2014; Romero-Cabello,
Raul et al., 2018).

Adicional se han ideado técnicas de inmunofluorescencia, en las cuales se afaden al frotis
colorante fluorescente que tienen afinidad por acidos nucleicos, entre estos estan naranja
de acridina y purina de benzocarboxilo. Este método funciona muy bien para detectar P.
falciparum, pero no para las otras especies que infectan al humano. También se cuenta
con la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la cual no es un método
rapido de diagndstico, ya que tarda mas que el frotis; pero su ventaja es la sensibilidad, ya
que puede detectar hasta 5 veces menos parasitos/ul en comparacion con el método de
gota gruesa, ademas permite la deteccidén de la especie del Plasmodium que produce la
enfermedad (Pabén, 2014; Becerril-Flores, 2014; Romero-Cabello, Radl et al., 2018).

Se han lanzado al mercado técnicas de diagndstico rapidas no microscépicas, como los
Dipstiks (tiras reactivas); entre las que se incluyen inmunocromatografias ICT-Malaria,
OPTIMAL y Determine. Se basan en la deteccion de la proteina rica en histidina (HRP) que
es especifica en la enfermedad producida por P. falciparum. También se encuentra el
lactato deshidrogenasa o aldosa especificas las cuales estan presentes en cuatro de las
especies que causan la malaria en los humanos (Pabon, 2014; Becerril-Flores, 2014;
Romero-Cabello, Raul et al., 2018).

Existen tiras reactivas para las especies P. vivax, P. malariae y P. falciparum, por método
de inmunocromatografia; dichas tiras son adecuadas para situaciones de campo, donde

no existen muchos elementos para realizar técnicas serolégicas sofisticadas. Las tiras
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reactivas de diagndstico rapido detectan antigenos especificos que son producidos por los
parasitos de Plasmodium, aunque en algunos casos se pueden dar falsos negativos, lo
cual retrasa el diagnéstico adecuado (Canese & Canese, 2012; Pabon, 2014; Becerril-
Flores, 2014; Romero-Cabello, Raul et al., 2018).

2.6. Tratamiento

Una planta originaria de América, la quina, del género Cinchona, fue de donde se aislo la
quinina, farmaco que fue durante muchos afos el unico agente antimalarico. Los
medicamentos antimalarico se pueden dividir de la siguiente forma: acridinas. Son las 9-
aminoacridinas, entre las que se encuentran quinacrina, mepacrina, metoquinina y
floxacrina, las cuales estan descontinuadas. Los derivados de aminoquinolina que actuan
como esquizonticidas, las cuales son eficientes eliminando esquizontes eritrociticos, las
aminoquinolinas como primaquina que ataca a esquizontes e hipnozoitos hepaticos de P.
vivax y P. ovale. Las hidroximetilquinoleinas, a las que pertenece la quinidina y mefloquina.
Las diaminopiramidinas en las que se encuentran la porimetamina y el trimetoprim,
utilizados en el tratamiento de P. falciparum. Las sulfonamidas actian sobre esquizontes
sanguineos y tienen poco efecto sobre P. vivax. Lactonas sesquiterpénicas como el
arteméter y el artesunato, los cuales son derivados de la artemisinina, tienen buena
eficacia contra P. falciparum. También se cuenta con algunos antibidticos que tienen
accion antimalarica como la tetraciclina, doxiciclina, clindamicina, etc (Pabén, 2014)
(Becerril-Flores, 2014) (Romero-Cabello, Raul et al., 2018).

La OMS recomienda que, ante la resistencia a una terapia antipaludica usada de primera
linea en el uso de un solo farmaco, se cambie la terapia a una combinada, de preferencia
derivados de artimisinina. Algunos de ellos son el artemeter, el artesunato o la
dihidroartemisinia y en el humano estas sustancias alcanzan un nivel plasmatico elevado
rapidamente, lo que conduce a la eliminacion del parasito en un periodo de una a tres
horas (Pabdn, 2014; Becerril-Flores, 2014; Romero-Cabello, Raul et al., 2018).

Los esquemas de tratamiento se definen de acuerdo al diagnéstico de la enfermedad, si
es cronica, leve, aguda, grave; también de la especie que se encuentra infectando al

humano, si es resistente a algunos farmacos o no. Se elige uno o una combinacién de los
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mismos, de acuerdo a criterio del profesional (Pabdn, 2014; Becerril-Flores, 2014; Romero-
Cabello, Raul et al., 2018).

A continuacion, se muestra una tabla con los medicamentos antimalaricos usados en la

terapéutica:

Tabla 1. Medicamentos Usados en Terapéutica y sus Caracteristicas Principales
(Pabén, 2014; Becerril-Flores, 2014; Romero-Cabello, Raul et al., 2018).

Mecanismo de

Mecanismo de

tratamiento de la

grupo heme y la

Medicamento Usos Estructura
accion resistencia
Mutaciones en el
Esun Actua dentro de la gen
esquizonticida vacuola alimenticia | Pfcrt (Plasmodium
hematico que del parasito, donde falciparum
esta indicado inhibe la chloroquine
para el biocristalizacién del resistance

transporter). Estas

y para el
tratamiento de la
malaria no

complicada,

paludicos que
afectan al ser
humano. También

es eficaz contra los

malaria no formacion de la mutaciones,
complicada de Xt hemozoina, especialmente la
Cloroquina todas las Jf"‘*[:::] formando un mutacion
especies del R complejo con el K786, codifican
parasito, excepto grupo heme, el cual | para una proteina
la causada por resulta téxico para transportadora
P. falciparum, ya el parasito e induce que altera la
que ha su lisis celular. Este funcién de la
desarrollado compuesto también | vacuola digestiva
resistencia al inhibe la biosintesis del parasito,
farmaco de ADN y ARN donde la
cloroquina actua
Es un Actua sobre las Particularmente
esquizonticida . formas asexuales en cepas de P.
hematico usado intraeritrociticas de falciparum, se
Mefloquina como profilactico los parasitos debe

principalmente a
mutaciones en el
gen pfmdr1. Estas

mutaciones, como
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cuando se usa
en combinacion

con artesunato

parasitos del
paludismo que son

resistentes a otros

las que ocurren
en las posiciones
1034 y 1042,

estan asociadas

Amodiaquina

esquizonticida
hematico, que se
usaen
combinacién con
artesunato de
sodio para tratar

de sodio antipaludicos
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complicada
producida por P.
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no complicada y
la severa por P.
falciparum,
cuando el
paciente mejora
con el
tratamiento

inicial

Clindamicina

Esun
esquizonticida
hematico que se
usa en
combinacion con
artesunato de
sodio o quinina
para tratar la
malaria
complicada y la
no complicada
causadas por P.
falciparum o por

P. vivax

Seuneala
subunidad 50S del
ribosoma e inhibe

la sintesis de
proteinas del

parasito

La resistencia a la
clindamicina, asi
como ala
atovaquona, se
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rapidamente si se
utilizan como
monoterapia en
infecciones por P.

falciparum

Atovacuona

Actua contra
todos los
estadios del
parasito. Se usa
en combinacion
con proguanil,
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endémicas, se
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transporte de
electrones
citocromo,
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transporte de los
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La resistencia a
atovaquona-
proguanil
(Malarone) es
causada por la
mutacién del gen
pfcytb que
sintetiza el
citocromo b. Las
mas estudiadas
son la 268S y
268N, pero no las
Unicas, ya que se

ha descrito
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2.7. Resistencia y Busqueda de Nuevos Agentes

Antimalaricos

Aunque se han hecho considerables intentos para luchar contra la malaria, P. falciparum
ha desarrollado resistencia a todos los farmacos antimalaricos, incluyendo los de primera
linea y a las terapias combinadas, basadas en artemisinina (ACTs). La resistencia a
farmacos antimalaricos disminuye significativamente la eficacia de la farmacoterapia,

planteando interferencia en el manejo de la enfermedad (Zhong et al., 2023).

En los ultimos 15 afos se han realizado nuevas aproximaciones hacia el control y la
eliminacion de la malaria, incluyendo la identificacion de “druggable” blancos, la

construccion de una fuente robusta para el desarrollo de candidatos a farmacos y nuevos
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tratamientos, la aprobacion de la primera vacuna contra la malaria, RTS, S (Mosquirix) y
la colaboracion entre organizaciones filantropicas, la industria farmacéutica, centros de
investigacion, el sector publico. A pesar de este progreso, no se han aprobado nuevas
entidades moleculares para el tratamiento de la malaria ocasionada por P. falciparumy el
numero de casos anuales persiste. Todo esto nos lleva a subrayar la necesidad vital para

encontrar nuevos medicamentos (Wells et al., 2015; Siquira-Neto, et al., 2023).

La naturaleza sigue siendo una fuente de compuestos importantes en medicina. El uso de
plantas para el tratamiento de enfermedades parasitarias esta documentado desde la
antigiiedad, es el caso de la Cinchona succiruba y la Artemisia annua y ha conducido al
aislamiento de compuestos exitosos para el tratamiento de la malaria. Y hoy en dia la
investigacion en productos naturales sigue vigente, con el aislamiento de diversos tipos de
compuestos a partir de plantas y organismos marinos, entre otros (Butler y Wu, 1992;
Butler et al., 2010; Kaur et al., 2009; Achika et al., 2023; Viana dos Santos et al., 2024).

2.8. Familia Melastomataceae

La familia consta de aproximadamente 4300 especies las cuales se distribuyen en 166
géneros, las cuales se encuentran principalmente en la zona tropical de América y Asia
subtropical (Serna & Martinez, 2015).

En Colombia existen varios géneros de esta familia, entre los cuales estan Centronia,
Ossaea, Castratella, Meriana, Blakea Monochaetum, Killipia, Axinaea, Miconia, Leandra y

Tibouchina, entre otros (Calderén-Saenz & Mendoza-Cifuentes, 2000).

Las especies de esta familia, se caracterizan por tener hojas opuestas, con venacion

curvilinea y en sus flores los estambres tienen anteras curvadas (Mimura, et al, 2004).

En la actualidad se conoce poco de la quimica de la familia, aunque se han realizado
estudios fitoquimicos de algunas especies. De los estudios realizados, se sabe que en la
familia se encuentran flavonoides, taninos, compuestos triterpénicos y esteroidales.
Adicionalmente se reporta que poseen antocianinas, lignanos, y quinonas, entre las que

se encuentran las alquil benzoquinonas. También se encuentran algunos glicosidos. Los
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alcaloides son escasos y se han encontrado en pocas especies (Isaza M., 2016; Serna &
Martinez, 2015).

Estudios del potencial bioldgico de la familia Melastomataceae han demostrado que sus
especies tienen actividades analgésicas, antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias,

antitumorales y antimutagénicas (Bomfim et al., 2022).

2.9. Actividad antimalarica de la familia Melastomataceae

Se ha encontrado reportes de actividad antimalarica en algunas especies de esta familia
como lo son: Clidemia sericea, cuyo extracto metandlico de las hojas mostré actividad
antimalarica en la cepa resistente W2 (Montenegro, et al, 2007); Miconia buxifolia Naudin,
cuyo extracto etandlico de las hojas tuvo actividad antimalarica en la cepa resistente W2
(Calderén et al., 2010); Miconia nervosa, de la cual hay varios estudios en diferentes partes
de la planta y diferentes extractos, los cuales presentaron actividad antimalarica en cepa

resistente a la cloroquina K1 (Lima et al., 2015); entre otros.

2.10. Género Miconia

Miconia es el género mas representativo de la familia Melastomataceae, posee mas de
1050 especies, distribuidas en América central y América del sur. Los competentes
principales de este género son flavoides y terpenos, cuentan también con acidos fendlicos,

taninos, lignanos, quinonas y esteroides (Sabbag Cunha et al., 2021).

Se han realizado investigaciones previas con extractos obtenidos de algunas especies del
género de Miconia en el cual, se mostré que posee actividad antimicrobiana, tripanocida,
antileishmanial, esquistomicida, antipaludica, insecticida, antitumoral, antioxidante,

antidiabético, como analgésico y antiinflamatorio (Sabbag Cunha et al., 2021).

Las plantas de este género han sido usadas en la medicina tradicional de los paises de la
zona tropical del continente americano. Comprende 282 especies en la regién que son
empleadas en el tratamiento de la artritis, dolor, enfermedades inflamatorias y malaria,

entre otras (Quintans-Junior et al., 2023).
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2.11. Miconia aeruginosa

De esta planta no se tienen muchos estudios fitoquimicos y de actividad antiplasmodial, lo

que si se conoce es su caracterizacion botanica como se describe a continuacion.

Arbusto que alcanza hasta los 3 metros de altura. Sus hojas poseen peciolo, nervaduras
acrodomas y forma ovada o eliptica-ovada; miden hasta 20 cm de longitud y hasta 12 cm
a lo ancho, de bordes dentados y apices acuminados. En ambas caras posee tricomas,
pero son mas abundantes en el envés (Gleason, 1958; Kessler-Rios & Kattan, 2012;
Velandia & Silva, 2012).

Sus flores se presentan en paniculas, cada flor tiene 5 pétalos blancos, de forma obovada-
oblonga de 3,5-4,0 mm de longitud. Los frutos tipo bayas carnosas, color morado cuando
madura y forma redonda con diametro 5,8 mm aproximadamente (Gleason, 1958; Kessler-
Rios & Kattan, 2012; Velandia & Silva, 2012).

Esta especie se encuentra distribuida en América, desde el sur de México hasta Bolivia,
Venezuela y Guyana y crece entre los 40 y los 2600 metros sobre el nivel del mar. En
Colombia se encuentra distribuida en los departamentos de Norte de Santander, Risaralda,
Quindio, Santander, Cundinamarca, Cauca, Cesar, Casanare, Boyaca, Bolivar, Tolima,
Valle del Cauca, Antioquia, Caqueta, Caldas, Narifio, Guaijira, Magdalena y Huila (Bernal
et al., 2016; (Goldenberg et al., 2013).
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Imagen 1. Miconia aeruginosa. A la lzquierda el arbusto y a la derecha las hojas e
inflorescencias






3.0bjetivo General

Contribuir al estudio fitoquimico de Miconia aeruginosa y de su actividad antiplasmodial

sobre Plasmodium falciparum.

3.1 Objetivos especificos

3.1.1. Identificar grupos metabolitos secundarios presentes en extractos de Miconia

aeruginosa, y aislar algunos de sus principales compuestos.

3.1.2. Evaluar la actividad antiplasmodial del extracto etandélico total, fracciones obtenidas

y de compuestos aislados.

3.1.3. Establecer las caracteristicas macroscopica y microscopica para la droga vegetal
(hojas de Miconia aeruginosa), con el fin de establecer parametros de control de calidad

de la misma.






4. METODOLOGIA
4.1 Obtencion del Extracto Etanodlico Total

> Recoleccion del Material Vegetal

El estudio del material vegetal fue autorizado por el Ministerio del Medio Ambiente y
Desarrollo Sostenible, a través del contrato de Acceso a Recursos Genéticos y sus

Productos Derivados No. 249.

> Procesamiento del Material Vegetal y Elaboracién del Extracto

El material vegetal se dejo secar por 48 horas, en una estufa de aire circulante a 40°C;
después se molié, por método de cuchillas en una licuadora industrial Javar®, se tamizo
por una malla #20, cuyo tamario es de 0.841 mm, peso y se almacend protegido de la luz
y de la humedad. Se preparé un extracto etandlico por percolacion, a partir de 496 g del
material vegetal previamente humectado con 750 mL de etanol. Se adicionaron 250 mL de
solvente cada 48 horas por 5 dias. El extracto se filtré al vacio a través de papel filtro, se
seco en el rotavapor Buchler® a 40°C, obteniéndose el extracto seco de M. aeruginosa
(ETMA).

El rendimiento se calculé con la ecuacién (4.1):

Peso del extracto obtenido (g) «100 (4 1 )

Rendimiento (%) =
(A)) Peso del material vegetal seco inicial
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4.2 Caracterizacion de compuestos quimicos en el
extracto etandlico de M. aeruginosa

4.2.1. ldentificacion de metabolitos secundarios

Se realizé analisis fitoquimico preliminar para evaluar presencia o ausencia de grupos de
metabolitos secundarios, tales como ftriterpenos, cumarinas, alcaloides, flavonoides,
taninos, naftoquinonas, antraquinonas, saponinas, cardiotonicos y lactonas triterpenicas
(Sanabria, 1983).

. Analisis Preliminar de alcaloides

Se utilizaron pruebas de precipitacion en tubo para la evaluacién de presencia de
alcaloides. Se procedi6 de la siguiente manera:

Inicialmente se pesaron 4.9 g de extracto ETMA, se adicionaron 20 mL de HCI al 5% a
60°C, se re suspendié y se filtrd en frio, obteniéndose el filtrado (A). A partir de este filtrado
se procedid a realizar pruebas de precipitacién en tubo. Se utilizaron los reactivos de
precipitacion de Dragendorff, Mayer, Valser y Reineckato de amonio.

Se adicionaron en 4 tubos de ensayo 0.5 mL del filtrado A y se agregaron en cada tubo 2
gotas de cada uno de reactivos, segun correspondiera: Reactivo Dragendorff, Reactivo
Mayer, Reactivo Valser y Reactivo de Reineckato de amonio. Se evalué la presencia de

precipitado o turbidez (Sanabria, 1983).

. Analisis Preliminar de Esteroides y/o Triterpenoides libres,
Flavonoides, Naftoquinonas y/o Antraquinonas, Taninos y Saponinas

Para este analisis se tomaron 6.5 g de extracto ETMA para realizar las pruebas.

Se hizo una extraccién con 2 volumenes de 20 mL de éter de petréleo y se filtrd, obteniendo
el filtrado B y el residuo 1 (Sanabria, 1983).

o) Esteroides/ Triterpenoides (Reaccion de Liebermann-Burchard)

El filtrado B se concentré hasta aproximadamente 5 mL, se adiciond a un tubo de ensayo
que contenia 10 mL de metanol-agua (90:10) y se agité fuertemente, se dejo en reposo
hasta que se separaron en 2 capas.

Se retird, con una pipeta, de 1 a 2 mL, de la fase etérea superior (FE).

El analisis de la presencia de esteroides y/o triterpenos se realizé por CCD, en las

condiciones indicadas a continuacion:
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Muestra: FE

Fase movil: ciclohexano-acetato de etilo (95:5)

Fase estacionaria: Cromatofolios de aluminio recubiertos con silica gel G Fas4

Agente derivatizante: Reactivo de anisaldehido, se calenté por 10 minutos en incubadora
a 110°C ((Wagner et al., 2009)).

Patrén: Lupeol.

o Anadlisis de flavonoides, naftoquinonas y/o antraquinonas, taninos y
saponinas

Preparacion de las muestras:

El residuo 1 se extrajo inicialmente con 20 mL de una mezcla de etanol-agua (1:7) a 60°C
y se filtré. Se repitié este procedimiento con 10 mL adicionales, obteniéndose 30 mL de la
solucion (C), la cual se usé para analizar flavonoides, naftoquinonas y/o antraquinonas,

taninos, saponinas y lactonas triterpénicas (Sanabria, 1983).

Anadlisis de Flavonoides

o Reaccién Willsater o Shinoda

En un tubo de ensayo de 20 mL, que contenia aproximadamente 0.5 g de magnesio
metalico, en polvo, se agregd 1mL de la solucién C y gota a gota HCL concentrado hasta
que termind desprendimiento de hidrogeno, se observé el cambio de color durante 10
minutos (Sanabria, 1983).

o Reconocimiento de Leucoantocianidinas (reaccién del acido
clorhidrico)

En otro tubo de ensayo se adicion6 1 mL de la solucién C y se agregaron 0.5 mL de HCI
concentrado, este tubo se llevé a bafio maria hirviendo durante 15 minutos y se observo

la coloracion (Sanabria, 1983).

o Cromatografia en capa delgada

El analisis de la presencia de flavonoides se realizd por CCD, en las condiciones indicadas
a continuacién:

Muestra: solucion C

Fase movil: Cloroformo: Acetato de etilo: Metanol: Acido férmico 45:35:10:10
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Fase estacionaria: Cromatofolios de aluminio recubiertos con silica gel G F2s4
Agente derivatizante: Reactivo de NP-PEG, UV 365 nm (Wagner et al., 2009)

Patron: Quercetina.

o Analisis Preliminar de Naftoquinonas y Antraquinonas

En un tubo de ensayo con 5 mL de la solucion C, se agregé 1mL de perdxido de hidrégeno
de 20 volumenes, 1 mL de acido sulfurico al 50% y se calenté la mezcla en un bafio maria
hirviendo por 15 minutos, se dej6é enfriar y en una ampolla de decantacién se extrajeron
con 5 mL de tolueno. Alrededor de 2 mL de la capa de tolueno se agitaron con 1 mL de
una solucién de hidréxido de sodio al 5% que contenia 2% de hidroxido de amonio y se

observo la coloracion (Sanabria, 1983).

o) Analisis Preliminar de Taninos

Para el analisis de taninos se utilizé un tubo de centrifuga, el cual contenia 1 mL de solucién
C, se adicion6 1 mL de reactivo de gelatina-sal, centrifugd a 2000 rpm, se sacé el
sobrenadante y se disolvi6 el precipitado en 1 mL de solucién 10M de urea; a esta solucién
se le anadieron 2 gotas de cloruro férrico al 10%. Se observo coloracion o precipitado
formado (Sanabria, 1983).

o Analisis Preliminar de Saponinas

Debido a que los taninos interfieren en la prueba de saponinas, es necesario eliminarlos
antes de realizar la prueba de saponinas. En un vaso de precipitados de 100 mL que
contenia 5 mL de la solucién C, se adicionaron 2 g de éxido de magnesio, se llevé a bafo
maria hirviendo y se agité durante 10 minutos, luego se agregaron 12 mL de etanol en

ebullicion y se filtré en caliente por papel (solucion D) (Sanabria, 1983).

Prueba de hemdlisis:

Esta prueba se realiza con una solucidon normalizada de gldébulos rojos. Primero se
realizaron lavados de los glébulos rojos para los restos de anticoagulante, proteinas,
glébulos rojos restantes y otros restos de suero, esto se hace con solucién salina 0.9% 3
veces y se centrifuga cada vez a 2600 rpm por 5 minutos, se retira el sobrenadante
(superficie en el tubo), de esta forma ya se puede usar la solucién de glébulos rojos. La

solucion normalizada de preparé usando 10 mL de glébulos rojos suspendidos en 100 mL
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una solucion de cloruro de sodio al 0.9%, se centrifugd a 2000 rpm, este proceso se efectua

2 veces mas.

La solucion D se concentré hasta aproximadamente 2 mL, se adicionaron 5 mL de una
suspension normalizada de glébulos rojos; luego de esto se observé si habia hemdlisis a
los 10 minutos, usando como patrén de comparacion una solucion de digitonina (10 mg en
100 mL de etanol al 80%) y como blanco se empled 5 mL de una suspension de glébulos
rojos de la solucién normalizada al que se le adiciond 1 mL de agua destilada (Sanabria,
1983).

Adicional a la prueba anterior, se hizo la prueba de espuma. Para esto se transfirid en un
tubo de tipo falcon, 3 mL de la solucién D y el tubo fue tapado y agitado vigorosamente, se
observo si existia la formacién de espuma en forma de panal y que esta se mantuviera por
una hora (Sanabria, 1983).

= Analisis preliminar de cardioténicos, cumarinas, lactonas terpénicas y
triterpenos

Preparacion de la muestra: Antes de realizar el analisis de estos compuestos se llevé a
cabo el siguiente procedimiento para eliminar clorofilas: se tomaron 4.9 g de extracto seco,
el cual se transfirid a un vaso de precipitados, se adicionaron 15 mL de etanol y 15 mL de
acetato de plomo al 4% que contenia 0.5% de acido acético, se dejé en reposo por 15
minutos y se filtré por papel (Sanabria, 1983).

El filtrado se concentré a % partes del volumen en rotovapor, luego se transfirié a una
ampolla de decantacion y se extrajo con 2 volumenes de 15 mL de cloroformo. Se juntaron
las capas cloroférmicas y se adiciond sulfato de sodio anhidro para eliminar la humedad
restante y se filtré por papel; se concentré en rotovapor hasta aproximadamente 3 mL
(solucién E) (Sanabria, 1983).

Cuatro cromatofolios recubiertos con silica gel G F254 de 5 x 10 cm las cuales se
nombraron como W (terpenos), X (cumarinas), Y y Z (cardiotonicos y lactonas
triterpénicas), se dispusieron de la siguiente manera: en la placa W (terpenos) se aplicaron,
con un capilar, tres volimenes de la solucién E y el patrén de lupeol, como control positivo,
se desarroll6 la placa con cloroformo-acetona (90:10), se dejo evaporar el solvente, se

observé en lampara UV a 254 nm y a 365 nm, luego se asperjoé con anisaldehido, se llevd
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a la estufa a 110°C por 10 minutos y se observé las manchas de diferentes colores, se
marcaron las manchas fluorescentes (Sanabria, 1983).

En la placa X (cumarinas), se aplicé un patron de umbelifenona y dos concentraciones de
la solucién E, se desarrollé con cloroformo — acetona (90:10), se observé en lampara UV
a 254 nm y a 365 nm, se asperjo con una mezcla de clorhidrato de hidroxilamina al 2% en
etanol e hidroxido de sodio al 2N y se calenté por 15 minutos en estufa a 100°C, se dejé
enfriar y se asperjo con una mezcla de volumenes iguales de acido clorhidrico 2N y cloruro
férrico al 1% en etanol (Sanabria, 1983).

Mediante el uso de las cromatografias Y y Z se evalud la presencia de glicésidos
cardioténicos. En cada una de las placas: Y (deteccidon de lactonas alfa-beta insaturadas)
y Z (deteccion de terpenos) se aplicd un extracto patron de Digitalis purpurea y 2
volumenes de la solucion E, se desarrollaron con diclorometano-metanol-agua (87:12:1) y
se dej6 secar. Para revelar la placa Y, se aplicé primero una solucién al 2% de m-
dinitrobenceno en etanol y luego hidréxido de sodio al 5% en etanol del 50%; para revelar
la placa Z se us6 anisaldehido y se llevo a la estufa a 110°C por 5 minutos y se observo

las manchas (Sanabria, 1983).

4.2.2. Analisis de masas por Quadrupole Time-of-Flight (QTOF)

Se dispusieron en viales, una cantidad exactamente pesada de aproximadamente 2.5 mg
de ETMA y cada una de las fracciones obtenidas, se disolvieron en metanol grado HPLC,
se filtraron y se utiliz6 un volumen de inyeccion fue de 10 pL.

Para el método de LC (cromatografia liquida), se usé una columna Bruker Intesity C18
(100 x 2.1 mm) solvente A: agua- acido férmico 0.1%, solvente B: acetonitrilo- acido férmico
0.1%, con un gradiente 5-95% B en 10 minutos, la temperatura de la columna era de 30°C
y la inyeccion fue de 10 pL, para el calibrante se us6 formiato de sodio.

En cuanto al método de MS (masas) se us6 polaridad del ion: positivo, el modo de scan:
Auto MS/MS, rango de masa: 100-2000 m/z, velocidad de escaneo: 6.00 Hz,
desplazamiento de la placa final: 400 V, capilaridad: 4500 V, Nebulizador: 29 psi, gas seco:
9.0 L/min, temperatura seca: 200°C, los resultados se analizaron con el software de
metabolémica Bruker Compass MetaboScape y se compararon a las librerias asociadas a

este, las cuales se nombran en la seccidén de equipos de este documento (Anexo A).
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4.2.3. Fraccionamiento en Columna del ETMA (CCA1)

Se realizé fraccionamiento por cromatografia en columna abierta (CC), usando una
columna de vidrio de dimensiones: 165 mm x 55 mm x 260 mm, para un volumen de 618
mL, en cuanto a la fase movil se hizo con gradiente de diclorometano (A) — Metanol (B).
Siendo el inicial A 100% a 0%, con incremento de 10%, una fase estacionaria de 279 g de
silica gel 60 (0.063 mm - 0.2 mm), se aplico la muestra directamente la cual constaba de
2.23 g de extracto ETMA, disuelto en 20 mL de diclorometano. Se recolectaron 65
fracciones de 50 mL cada una. Se hizo un seguimiento por CCD para buscar similitud entre
las fracciones y asi agruparlas en 10 fracciones finales (1 a 10). Las condiciones de las

CCD, de seguimiento, se describen a continuacion:

o Identificacion de flavonoides:

Muestra: fraccién 1 a 65, y un comparativo con el extracto total en la primera placa.
Fase movil: Cloroformo: Acetato de etilo: Metanol: Acido férmico 45:35:10:10

Fase estacionaria: Cromatofolios de aluminio recubiertos con silica gel G F2s4
Agente derivatizante: Reactivo de NP-PEG, UV 365 nm (Wagner et al., 2009).

Patron: Quercetina

o Identificacion de terpenos:

Muestra: 1 a 65, y un comparativo con el extracto total en la primera placa.

Fase movil: ciclohexano-acetato de etilo (95:5)

Fase estacionaria: Cromatofolios de aluminio recubiertos con silica gel G F2s4

Agente derivatizante: Reactivo de anisaldehido, se calenté por 10 minutos en incubadora
a 110°C (Wagner et al., 2009).

Patrén: Lupeol.

Adicional a estas fracciones obtenidas por separacién cromatografica se obtuvieron otras

fracciones (11, 13y 14):

Fraccion 11 y 13: Durante el proceso de extraccion se identific6 una parte de finos
provenientes del material vegetal, los cuales fueron recuperados al filtrar el extracto. Este
material fue dividido en dos partes, una fue extraida con mezcla hidroalcohdlica para

obtener la fraccion 11 y la otra con metanol, para dar lugar a la fraccién 13.

Fraccion 14: La fraccion insoluble en diclorometano del ETMA, la cual no se sometié a CC

constituyo la fraccion 14.
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4.2.4. Aislamiento

Para el aislamiento, se selecciond la fraccidon 11, por su composicion y segun los resultados
obtenidos en la actividad bioldgica, tanto antimalarica, como citotéxica. La fraccion 11 fue
tratada de la siguiente manera: se adiciond6 metanol hasta disolver, se afiadioé sulfato de
sodio anhidro y se filtr6 por papel para retirar la humedad y se rotoevapord, para dar
fraccién 11-1, el cual se pesé dando como resultado 30 mg de la fraccion seca. Una
segunda fraccion (11-2), proveniente de la fraccion 11 fue tratada con ciclohexano-acetato
de etilo (90:59) para retirar clorofilas, se secd y se realizd el mismo procedimiento que con

la fraccion anterior, esta vez la fraccion obtenida (11-2) pesé 900 mg.

Tratamiento de la fraccién F11-1 y F11-2. Cada una de las fracciones obtenidas se sometio
a separacién en columna utilizando Sephadex LH 20. La columna media 1.5 cm de
diametro y 70 cm de alto, par aun volumen de 250 mL. Como eluente se usé metanol a
una velocidad de goteo de una gota por segundo.

e Columna1 (C1)
Treinta miligramos (30 mg) de la fraccion 11-1 fueron disueltos en 1 mL de metanol y se
aplicaron directamente sobre la columna, se agregaron 250 mL de metanol, se colectaron
42 fracciones de 5 mL cada una y se analizaron usando CCD.
Para el seguimiento por CCD enfocado en flavonoides, se usaron cromatofolios de
aluminio recubiertos con silica gel G Fzs4, como fase movil cloroformo: Acetato de etilo:
metanol: acido formico 45:35:10:10 y como agente derivatizante se uso reactivo de NP-
PEG, UV 365 nm y como patrén se utilizé quercetina (Wagner et al., 2009).
Por similitud cromatografica se reunieron las fracciones 11 a la 14, las cuales presentaban
una solo mancha, se seco, se peso y se nombroé como M1 y el espectro de "H RMN fue
obtenido.

e Columna 2 (C2)
Novecientos miligramos de la fraccion 11-2 se disolvieron en 2 mL de metanol y se aplicd
directamente sobre la columna, se adicionaron 371 mL de metanol para separar la muestra

y se colectaron 63 fracciones de 5 mL cada una, las cuales se analizaron por CCD.

El seguimiento por CCD se enfocd unicamente en flavonoides y se utilizaron las

condiciones descritas para la columna 1.
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4.2.5. Elucidacion Estructural

La muestra (MA3) se solubilizé en metanol deuterado (CD3s0D) y se llevo al equipo Bruker
Avance 400 MHz [400 MHz ('H), donde se obtuvieron los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear sw proton. Los desplazamientos quimicos fueron registrados en partes

por millén y las constantes de acoplamiento (J) fueron medidas en Hertz (Hz).

Adicionalmente, la muestra (MA3), se llevd a analisis por QTOF, en este caso la muestra
se encontraba solubilizada en metanol deuterado, se filiré y se utilizd un volumen de
inyeccion fue de 10 pL. El método de LC-MS es el mismo usado en el analisis de masas
anteriormente descrito. Los resultados se analizaron con el software de metabolémica

Bruker Compass MetaboScape y se compararon con las bibliotecas asociadas.

4.3 Evaluacién de la actividad antiplasmodial in vitro del
extracto total y fracciones obtenidas de M. aeruginosa en
la cepa FCR-3 de P. falciparum

4.3.1 Cultivo de Plasmodium falciparum cepa FCR-3

Todas las soluciones y preparaciones se filtraron por membrana de 0.22 ym de tamafo de
poro y se precalentaron a 37°C previamente, antes de su uso. Para su almacenamiento se
marcaron con nombre del preparador y de la solucion y se mantuvo en refrigeracién hasta

el momento del uso. Todas las preparaciones se hicieron en cabina de flujo laminar.

> Inicio y mantenimiento del cultivo

Preparacion de reactivos para el cultivo:

R/

<> Preparacién del medio incompleto:

Se preparé 1000 mL de medio incompleto (Anexo B), el cual lleva hipoxantina, Hepes,
glucosa y medio RPMI, se filtré por membrana de 0.22 ym y se agregd gentamicina. Antes
de usar en el cultivo se adicion6 una solucion de bicarbonato sodio 50 mM al 5% (Tabla y

preparacion en Anexo B).
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Descongelacion:

Para iniciar el cultivo se requiere descongelar una suspension parasitada, de glébulos rojos
(GR), por P. falciparum, de la cepa FCR-3, sensible a cloroquina (van Schalkwyk et al.,
2013), la cual se encontraba almacenada en el tanque de nitrogeno liquido MVE® del

laboratorio de Biomiméticos del IBUN (Anexo B).

Cultivo:

Este se hizo en una caja de cultivo de cuello inclinado, usando el pellet obtenido en la
descongelacion, luego se adicion6 medio de cultivo suplementado con plasma A+ y
glébulos rojos A+ (las condiciones completas estan detalladas en el Anexo B) (Dehro &
Gautret, 2000).

Imagen 2. Caja de Cultivo de Cuello Inclinado con Cultivo de P. falciparum

Mantenimiento y Amplificacion:

Control del Cultivo: Para el mantenimiento del cultivo, se retird el medio de la caja de
cultivo, por aspiracién y se tomé una pequena muestra de gldbulos rojos, que se usé para
ver la parasitemia del cultivo y el estadio en que se encuentra el mismo. Se adicioné nuevo
medio de cultivo, suplementado con plasma A+ al 20%, hasta que aumentd la parasitemia
al 5%, luego se disminuyo la concentracion de plasma A+ al 10%. La amplificacion del
cultivo se dio cuando éste alcanzé una parasitemia cercana al 5%, se adicionaron glébulos
rojos A+, sin parasitar y se cambié a una caja de cultivo de cuello inclinado de 75 cm?, el
volumen de medio para esta caja de cultivo fue de 20 mL (Anexo B) (Dehro & Gautret,
2000).

Tincion
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Para poder observar la parasitemia y el estadio de los parasitos se hizo por tinciéon con
Giemsa, usando una pequena muestra de gldébulos rojos tomada de la caja (Anexo B)
(Dehro & Gautret, 2000).

|

Imagen 3. Tincién con Colorante Giemsa donde se Observan los Parasitos de P.
falciparum principalmente en estadio anillos

Sincronizacion:

La sincronizacion del cultivo es muy importante para realizar los ensayos de inhibicion ya
que se busca que los parasitos estén en el mismo estadio, para que el analisis de inhibiciéon
sea cuantificable; este procedimiento se realizé 3 veces antes del ensayo. Cuando la
mayoria de los parasitos del cultivo se encontraba en forma de anillos se comenzo la

sincronizacion (Anexo B) (Dehro & Gautret, 2000).

4.3.2. Ensayos de Evaluacién Antiplasmodial in vitro

> Preparacion de las muestras

Se hicieron 2 ensayos de inhibicion en dias diferentes y por duplicado para cada una de
las fracciones (Hata U., 2005). Se utilizaron microplacas de cultivo de 96 pozos, usando
como patrén positivo cloroquina, dimetilsulfoxido (DMSO) como blanco (concentracion
maxima 1%) y un control de crecimiento GR parasitados. Se evaluaron las soluciones del
extracto ETMA y las fracciones en 6 niveles de concentracion (25.0, 12.5,6.3,3.1,1.6y 0.8
pg/mL).

Se prepard la solucion madre de cloroquina (CQ) de 1 mg/mL y a partir de esta se
prepararon dos diluciones sucesivas tubos tipo eppendorf® de 1.5 mL, hasta conseguir

una solucién equivalente a una concentracion de 1000 nM, esta fue la primera dilucién en
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ser evaluada y a partir de esta se realizaron soluciones en sucesivas en placa 1:2. Para
los extractos se partié de una solucion madre de 10 mg/mL en DMSO (dimetilsulféxido) y
mediante diluciones con medio incompleto, en tubos tipo eppendorf® de 1.5 mL, se

obtuvieron concentraciones de 100 ug/mL (Hata U.,2005).

En cuanto a la suspension de gldbulos rojos parasitados, se preparé en medio de cultivo

suplementado al 20% con plasma A*, con una parasitemia del 2% y un hematocrito del 4%.

> Preparacion de las diluciones en las microplacas de 96 pozos

En las imagenes 4 a 6 se observa la distribucion de las microplacas de 96 pozos. Los
pozos ubicados en filas en azul estan vacios, en la fila B se iniciaron las diluciones seriadas
de la siguiente manera. En un inicio se colocaron 150 uL de medio incompleto y 50 pL de
la solucién con la primera concentracion (fila B); de las filas C a la G 100 yL de medio
incompleto, se tomaron 100 pL de la solucidn anterior (en el caso de la fila C, se tomé de
la B y asi sucesivamente) y en la ultima fila se desecharon 100 pL, luego se adiciono un

volumen de 100 pL de la suspensiéon de gldbulos rojos parasitados a todos los pozos.
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Imagen 4. Distribucion de Fracciones 2 a 6 en Microplaca de 96 Pozos, los Tonos
Violetas Claro y Oscuro son los Correspondientes a los Duplicados
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Posterior a esto, se llevaron las microplacas a incubar a 37°C por 30 horas, para esto se

utilizé el método candle jar (Deharo et al., 2000). Luego de transcurrido el tiempo de
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incubacién, se llevaron las microplacas a la cabina de flujo laminar, se dejaron inclinadas
aproximadamente 45° por 15 minutos. Se retird el medio de los pozos y se hizo extendido
en laminas portaobjetos, se fijaron y se hizo tinciéon con Giemsa (Deharo et al.,2000). Se
revisd cada lamina al microscopio con objetivo de 100X y aceite de inmersion y se hizo

conteo de parasitemia.

La parasitemia (Ecuacion 4.2), el porcentaje de crecimiento (Ecuacion 4.3), el porcentaje
de inhibicion (Ecuacion 4.4) y la concentracion inhibitoria 50 (Ecuacion 4.5) se calcularon

con las siguientes formulas:

# de GR parasitados
# de GR totales

Parasitemia (%) = * 100 (Ecuacion 4.2)

% parasitemia de las fracciones

Porcentaje de crecimiento (%) = * 100 (Ecuacion 4.3)

% del control de crecimiento

Porcentaje de inhibicién de crecimiento (%) = 100 — % crecimiento (Ecuacién 4.4)

Para calcular la concentracién inhibitoria 50 se tuvo en cuenta aquellas fracciones que
tuvieron un porcentaje de inhibicién mayor o igual a 50%, primero se calculé el logaritmo

de esta de la siguiente manera (Deharo et al.,2000):

Log (Clsg) = Log (Xy) + ((Sy"‘f)) « (Log (X,) — Log(X,)) (Ecuacién 4.5)
2711
Donde
X1: Concentracion de la fraccion (ug/mL) que produce el porcentaje de inhibicion mayor al
50% (Y1).

X2: Concentracion de la fracciéon (ug/mL) que produce un porcentaje de inhibicion mejor al
50% (Y2).

Finalmente, se calculd la concentracién inhibitoria con la siguiente ecuacion (Ecuacién 4.6)
(Deharo et al.,2000):

Clso(ug/ml) = 1009(Cls0) (Ecuacién 4.6)
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El analisis grafico de los datos fue realizado por medio del programa GraphPad Prism
8.0.2.
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Imagen 5. Distribucion de Fracciones 7 a 13 en Microplaca, los Tonos Violetas
Claro y Oscuro son los Correspondientes a los Duplicados
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4.4 Evaluacion de la Citotoxicidad in vitro del Extracto
total y Fracciones Obtenidas de M. aeruginosa en
Fibroblastos Murinos NIH/3T3

4.4.1. Cultivo de Fibroblastos Murinos NIH/3T3

Adicional a los estudios de actividad antiplasmodial realizados a las fracciones y el ETMA,
se hizo una prueba de citotoxicidad de los mismo, utilizando un cultivo de fibroblastos
murinos NIH/3T3.

Para el cultivo se usaron fibroblastos NIH/3T3, los cuales se descongelaron en bano maria
a 37°C, se cultivaron en cajas de cultivo de cuello inclinado Corning® T25 y T75 sin filtro,
en medio DMEM con 10% de Suero Fetal Bovino (FBS) y gentamicina (60 mg/L). El cultivo
se mantuvo a 37°C y a 5% de CO, en incubadora. El medio de cultivo se cambi6 cada 48

horas. Se observo crecimiento hasta confluencia (Freshney, 2010).

4.4.2. Evaluacion de Citotoxicidad in vitro

e Preparacion de soluciones madre de productos a evaluar:
Se prepard una solucién madre de las fracciones y ETMA como se indico previamente en
la evaluacién de actividad antiplasmodial. En un nuevo vial tipo eppendorf se dispenso el
patrén de blanco con DMSO solamente y en otro vial se dispensé etopdsido a una
concentracién de 50 mM, como patrén de inhibicion. Se tomaron diluciones de estas para

que la concentracion inicial a usar fuera de 100 ug/mL de las sustancias a evaluar.

¢ Prueba de citotoxicidad:
Para la prueba se calculé que se usarian 1.0 x10* células por pozo, distribuidas en dos
microplacas de 96 pozos. La prueba se hizo por triplicado, las microplacas se distribuyeron
asi: En la primera microplacas se ubicaron las muestras de la siguiente manera: en las filas
1, 2y 3 fraccion 11; en las filas 4, 5 y 6 ETMA (fraccion 12); 7, 8 y 9 fraccidon 13; en las
filas 10, 11 y 12 la fraccion 14; en la segunda placa la distribucion fue: las filas 1, 2 y 3 con
la fraccién 5; en las filas 4 ,5 y 6 la fraccion 6; las filas 7,8 y 9 la fraccion 7; en las filas 10,
11 y 12 la fraccion 8; en la tercera placa se ubicaron las muestras asi: las filas 1,2y 3

control de DMSO como blanco; en las filas 4 ,5 y 6 la fraccion 2; las filas 7,8 y 9 la fraccion
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3; en las filas 10, 11 y 12 |a fraccion 4; en la cuarta placa en las filas 10, 11 y 12 control de

etopodsido.

e Diluciones: En la columna A se agregaron 200 uL la concentracién inicial (100
Mg/mL) y en las siguientes columnas se realizaron diluciones sucesivas 1:2.

¢ Incubacion: Se llevaron a incubacion por 24 horas. Al cabo de este tiempo se
adicionaron 10pL de la solucién de MTT por pozo (5 mg/mL) y se llevé a incubacién
por 4 horas a 37°C.

e Lectura (570 nm): Se retir6 el medio y se adicionaron 100 uL de DMSO, se
realizo la lectura en el micro lector ELISA a 570 nm, con agitacién previa.

e Calculos: Se realizd un promedio de las lecturas obtenidas del control de
crecimiento, en las dos placas, para calcular el % de viabilidad celular. Se calcul6
el promedio de cada diluciéon del ETMA y de las fracciones con DMSO. Se calculé

%viabilidad celular con la siguiente ecuacion (4.7):

absorbancia dilucion tratada

%viabilidad

x100. (Ecuacion 4.7)

absobancia promedio crecimiento

El analisis grafico de los datos fue realizado por medio del programa GraphPad Prism
8.0.2.

4.5 Caracterizacion Macroscopica y Microscopica de la
Droga Molida (hojas) y Cortes de Hojas de M. aeruginosa

4.5.1 Hojas

Se realizaron cortes transversales de la hoja, con el fin de observar las principales

caracteristicas microscopicas, sin moler.

4.5.2 Droga (hojas secas y molidas)

Las caracteristicas macroscépicas se observaron visualmente. A simple vista se evaluo la
forma, el tamano, caracteristicas de la superficie y la textura de la droga molida (World
Health Organization, 2011; Evans, 1991).
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Adicional, se evaluaron caracteristicas sensoriales como olor, sabor y color. El sabor se
catalogo en algunas de las siguientes caracteristicas: picante, aromatico, dulce, amargo,
astringente o salado; el olor se evalué de acuerdo a su intensidad como sin olor, débil,
moderado o fuerte y a su aroma se clasific6 como aromatico, amargo, aromatico o dulce;
el color se examind con luz blanca, tanto de la hoja como de la droga (World Health
Organization, 2011; Evans, 1991).

En cuanto a las caracteristicas microscépicas, se tomd una muestra, con una espatula y
se distribuyd uniformemente en un portaobjetos, se adicion6 agua destilada (2 gotas) y se
cubrié con cubreobjetos, colocando este a 45°. Se observé la muestra en el microscopio,
usando objetivos de aumento de 10X y 40X y se realizd el registro fotografico de las
estructuras celulares caracteristicas como: tipos de parénquima, vasos, células de
epidermis, tricomas, estomas y cristales de oxalato. También se hicieron montajes con
hipoclorito de sodio al 5%, como agente aclarante, fluroglucinol al 2% en medio acido
(acido clorhidrico al 30%) y solucion de lugol, para identificar tejidos lignificados y almidon,

respectivamente (Salama, 2005; World Health Organization, 2011; Evans, 1991).

Se realizaron 10 mediciones de cada uno de los componentes representativos de las hojas
de M. aeruginosa, en el polvo de la droga, usando un micrometro ocular de 10X, el cual se
calibré usando una escala real del micrometro objetivo en la platina, observando por dicho
objetivo, tal como indica la guia de métodos de control de calidad de medicamentos
materiales vegetales de la OMS (World Health Organization, 2011; Evans, 1991). A dichas

mediciones se les calcul6 el promedio y la desviacion estandar.

También se calcul6 el indice de estomas (Ecuacion 4.7) (World Health Organization, 2011;

Evans, 1991). El indice de estomas se calcul6 con la ecuacion (5.1):

Indice de estomas (%) = % (4.7)

Donde:
S= La sumatoria del numero de estomas presentes en un area de la hoja determinada.

E= La sumatoria de las células subsidiarias presentes en un area de la hoja determinada.






5. RESULTADOS

5.1 Obtencion del Extracto Total

Una vez se recolectd y se proceso el material vegetal, se hizo una extraccién, como se

indicé anteriormente, mediante el método de percolacién, usando como solvente etanol.

En cuanto al rendimiento del extracto total (ETMA), se calculd con base en la ecuacion

(4.1), antes descrita en la metodologia.

Se partié de material vegetal seco y triturado inicial de 496 g y se obtuvieron 162.2 g de
ETMA para un rendimiento del 32.7%.

En esta fase también se obtuvo un precipitado, proveniente del mismo extracto el cual

llamamos fraccion 11 y 13, (imagen 7).

Una vez procesados los finos como se explicé en la metodologia en la seccion de

fraccionamiento se obtuvieron los siguientes datos consignados en la tabla 2:

Tabla 2. Peso de las fracciones 11y 13

Fraccion Peso (mg)
11 2900
13 9040
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Imagen 7. ETMA y precipitado obtenido del proceso de percolacion

5.2. Caracterizacion, Fraccionamiento y Aislamiento de
Compuestos del Extracto Etandlico de M. aeruginosa
(ETMA)

5.2.1 Analisis Fitoquimico Preliminar

Con el fin de detectar grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico
total de hojas de M. aeruginosa, se realizé un analisis fitoquimico preliminar. Estos estudios
permiten identificar el tipo de metabolitos secundarios presentes en un extracto (Sanabria,
1983).

= Analisis Preliminar de Alcaloides

No se encontraron alcaloides, las pruebas de tubo resultaron negativas, ya que no se
observd presencia de precipitado o turbidez en ninguno de los casos, a diferencia del
patrén utilizado, tomatidina, como se puede observar en la imagen 8. Estos resultados son

consistentes con reportes de la literatura para esta planta (Torres Castaneda et al., 2014).
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Imagen 8. Resultados de Analisis Fitoquimico Preliminar de Alcaloides

" Analisis Preliminar de Esteroides y/o Triterpenoides Libres,

Flavonoides, Naftoquinonas y/o Antraquinonas, Taninos y Saponinas

o Esteroides/ Triterpenoides (Reaccion de Liebermann-Burchard)

Se observo, que en la CCD realizada (Imagen 9) con el filtrado B, que las manchas tomaron
una coloracion rojiza y/o purpura, lo que indica que es positivo para esteroides y/o
triterpenoides libres, se utilizd como patron lupeol, el cual se observa a la derecha en la
imagen 9, de color rojo y con un Rf de 0.17. En cuanto al filtrado B las siguientes manchas
fueron positivas. a: tiene un Rf igual al del patron (a: 0.17), lo que significa que este
compuesto puede estar presente en ETM, b: Rf es de 0.25, c: Rf es 0.58, d: Rf es 0.83, y
d: Rf es 0.92. Cada una de estas manchas de color violeta corresponde a un grupo de

esteroides o triterpenoides libres, presentes en ETMA.



46 Estudio Fitoquimico y de la Actividad Antiplasmodial de Miconia aeruginosa

L — [ &5 » P (lupeol)

Imagen 9. Resultado de la Prueba de Esteroides y/o Triterpenoides Libres en ETMA

El hallazgo de este tipo de compuestos coincide con estudios previamente publicados para
la especie (Torres Castaneda et al., 2014). En este caso nos referimos a los terpenoides
libres, como aquellos compuestos cuya estructura pertenece ya sea a terpenos o a

esteroides que no estan glicosidados.

También se encontré6 que en literatura reportan que las especies de genero Miconia,
presentan este tipo de metabolitos secundarios, como lo son triterpenos pentaciclicos
como o-amirina y B-amirina, esteroides y derivados como [-sitosterol, estigmasterol,
campesterol, entre otros (Gandhi et al., 2023; da Silva et al.,2022; Gontijo et al., 2021).

o Flavonoides

Para la identificacién de flavonoides se usaron diferentes pruebas, ya que existen varios
nucleos de flavonoides, entre ellos esta la reaccidon de Shinoda, la reaccion con acido

clorhidrico y CCD, en los que se obtuvieron los siguientes resultados:

o Reaccion de Shinoda

Se obtuvo resultado positivo para flavonoides con nucleo de ¥-benzopirona, ya que se

observd una coloracion rojiza en el tubo de ensayo, luego de llevar a cabo la reaccion
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magnesio en limadura, la solucion C y HCI concentrado, como se observa en la imagen
10.

Este resultado nos indica que el ETMA contiene flavonoides con un nucleo de -
benzopirona, como son las flavanonas, flavanonoles, flavonas y flavonoles, entre otros, asi
como pueden otros compuestos como xantonas, las que también cuentan con este nucleo
(Sanabria, 1983).

En literatura se reporta que en las especies de género Miconia, estas contienen
metabolitos tipo flavonoide con nucleo de ¥-benzopirona, como lo son las flavonas (Gandhi
et al., 2023; da Silva et al.,2022; Gontijo et al., 2021).

o Reconocimiento de Leucoantocianidinas (Reaccién con Acido Clorhidrico)

La reaccion con HCI para reconocimiento de leucoantocianidinas es positiva, ya que se

observoé coloracion rojiza, al terminar la reaccién, como se puede ver en la imagen 10.

Las leucoantocianidinas son compuestos incoloros, pero cuando se calientan en presencia
de un acido mineral (HCL 10%), toman una coloracion roja intensa, esto porque
flavonoides, pro-antocianidinas incoloras, en medio acido se transforman en antocianidinas
(Sanabria, 1983). El resultado obtenido nos indica que ETMA contiene flavonoides tipo

leucoantocianidinas.

Imagen 10. Pruebas de Shinoda y Leucoantocianidinas. A la izquierda: ETMA sin
tratar; en el medio: prueba de Shinoda y a la derecha: Leucoantocianidinas
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o Reconocimiento de flavonoides mediante CCD (NP-PEG)

En la imagen 11, observamos el cromatograma correspondiente al analisis de flavonoides
por CCD, usando como revelador NP-PEG, donde se puede ver en coloracion amarilla y
naranja los compuestos positivos para flavonoides. A la izquierda tenemos ETMA y a la
derecha el patron que en este caso es quercetina. El flavonoide “a” tiene un Rf de 0.75,
que como se puede observar, es el mismo Rf del patrén (quercetina), por lo que es posible
proponer que ETMA contenga quercetina entre sus metabolitos secundarios. El flavonoide
b, tiene un Rf de 0.44; el flavonoide “c” tiene un Rf de 0.38 y por ultimo el flavonoide d tiene

un Rf de 0.13.

P (quercetina)

Imagen 11. Resultados de Pruebas para Flavonoides en CCD en ETMA

Los flavonoides se identifican porque al aplicar NP-PEG y llevar a 365 nm, se ven de color
amarillo naranja, los compuestos de color azul corresponden a otros compuestos fendlicos,
como acidos fenolicos. En este caso se puede ver que ETMA cuenta con varios
flavonoides, asi como también compuestos fendlicos. Esta prueba en CCD corrobora los
hallazgos de las pruebas en tubo y permite la identificacién tentativa de algunos

compuestos presentes.

En literatura, se encontr6 que diversas especies del género Miconia, cuentan con
flavonoides glicésilados y no glicosilados, agliconas como quercetina, acidos fendlicos
como acido galico y bioflavonoides, flavonas, cumarinas y benzoquinonas (Gandhi et al.,
2023; da Silva et al.,2022; Gontijo et al., 2021). En otros reportes, como el de Torres, no
se detectaron flavonoides, esto debido eventualmente a que se analizé un extracto de muy

baja polaridad (Torres et al., 2014).
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o Analisis Preliminar de Naftoquinonas y Antraquinonas

En este analisis se obtuvo resultado negativo para naftoquinonas y antraquinonas, debido
a que la capa de tolueno permanecié incolora, indicando que la planta no contiene dichos
metabolitos secundarios. Aunque este grupo de metabolitos secundarios se encuentra en
algunas especies de la familia Melastomataceae, no se encuentra reportada en las

especies del género Miconia (Sanabria, 1983; Gandhi et al., 2023).

o Analisis Preliminar de Taninos

Se us6 solucién C para esta prueba, luego de que se adiciond el reactivo gelatina-sal se
formo un precipitado, se centrifugd y ese precipitado se disolvié con urea, tal como se
describié en la metodologia, una vez disuelto se agregd el cloruro férrico y se observé
coloracién negra y formacién de precipitado, como podemos observar en la imagen 12,

con lo que se corroboré presencia de taninos en el extracto.

Imagen 12. Resultado de Ensayo de Taninos en ETMA

Este ensayo tiene dos partes donde se puede identificar la presencia de taninos en el
extracto evaluado, en este caso ETMA. La primera parte consta de la precipitacién de la
gelatina, ya que los taninos son capaces de formar uniones estables con las proteinas,
precipitdndolas. En esta primera parte en el ensayo, se puede ver la precipitacién de la
gelatina. Para la segunda parte se disuelve este precipitado usando solucién de urea y se
adiciona el cloruro férrico, lo que produce un nuevo precipitado de color verde, azul o

negro, en el caso del ensayo realizado se produce un precipitado oscuro y la solucion es
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negruzca, esto es porque el cloruro férrico se usa para reconocer los grupos fendlicos

presentes en ETMA, indicando que el extracto es rico en taninos (Sanabria, 1983).

Las especies del género Miconia, poseen acidos fendlicos y son ricos en estos metabolitos,
incluyendo taninos (da Silva et al.,2022; Gandhi et al., 2023; Gontijo et al., 2021). Como en
el caso de flavonoides, en el estudio fitoquimico de M. aeruginosa de Torres no se
reportaron presencia de taninos. Esto se atribuye a que en este trabajo se partié de un

extracto cloroférmico (Torres Castafeda et al., 2014).

o Analisis Preliminar de Saponinas

En la prueba de espuma, se observé que se formaba espuma abundante y en forma de
panal de abejas, también que se mantuvo estable por mas de una hora, lo que puede ser

indicativo de la presencia de saponinas en el extracto, como se observa en la imagen 13.

Imagen 13. Resultado de la Prueba de Espuma para Saponinas en ETMA

En la prueba de hemdlisis, para identificacion de saponinas, se obtuvo un resultado
positivo, como se observa en la imagen 14. A la izquierda, podemos observar el control
que consta de la suspension normalizada de gldbulos rojos, en la que se observa que no
hay hemdlisis de los gldbulos rojos presentes. En el tubo del medio, la solucién D,
proveniente del extracto ETMA, genero la hemdlisis de los glébulos rojos, ya no se observa

suspension, sino por el contrario una solucion y a la derecha, el patrén usado como control
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positivo, que corresponde a digitonina en solucién de glébulos rojos. En estos dos ultimos

se observa hemodlisis de los gldbulos rojos, por lo que la solucidon se vuelve traslucida.

Imagen 14. Resultados de la Prueba de Hemdlisis para Saponinas en ETMA

Tanto en el ensayo de la espuma como en el de hemodlisis, se obtuvo un resultado positivo,
indicando que el ETMA contiene estos metabolitos. Se realizan estos ensayos
aprovechando que las saponinas son capaces de hemolizar los glébulos rojos y que
cuando estan disueltas en agua y se agitan vigorosamente, estas pueden producir una
espuma en forma de panal de abejas que es persistente por mas de 30 minutos. En este
caso, el resultado coincide con el reporte de la literatura, donde se registra identificacién

de saponinas (Torres Castafieda et al., 2014).

] Analisis Preliminar de Cardioténicos, Cumarinas y Lactonas

Terpénicas

Estas pruebas fueron realizadas mediante cromatografia en capa delgada, los
cromatogramas se observaron primero en una longitud de onda de 254 nm y luego a una

longitud de onda de 365 nm, para luego revelarlas de acuerdo con la metodologia.

Las siguientes imagenes corresponden a los cromatogramas W (terpenos) y X

(cumarinas), los resultados obtenidos son positivos tanto para terpenos como para
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cumarinas, indicandonos que el extracto tiene ambos tipos de metabolitos. El patron usado

para terpenos es lupeol y para cumarinas es umbeliferona.

En la imagen 15 podemos observar los cromatogramas W (izquierda) y X (derecha)
observados a una longitud de onda (A) de 254 nm y en la imagen 16, estos mismos a una
A de 365 nm. En la imagen 17 se puede observar los cromatogramas una vez revelados

con anisaldehido para el cromatograma W e hidroxamato férrico para el cromatograma X.

P (umbeliferona)

Imagen 15. Cromatogramas W (terpenos) y X (cumarinas), A de 254 nm

Cumarinas: Se pueden observar manchas fluorescentes azules en ETMA tanto a 254 nm,
como a 365 nm (imagenes 15 y 16). Al derivatizar con hidroxamato férrico, para detectar
cumarinas, 3 de las manchas que mayor fluorescencia azul presentaron, mostraron
reaccion positiva. Al igual que la umbeliferona, el patrén utilizado (imagen 17). En la imagen
16, se senalaron las manchas positivas para cumarinas, las cuales tienen los siguientes
Rfs: a: 0.88, el cual coincide con la umbeliferona (patrén: Rf de 0.87); b: 0.67 y el Rf de c:
0.42, lo que quiere decir que es posible que ETMA contenga esta cumarina.
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Imagen 16. Cromatogramas W (terpenos) y X (cumarinas), A de 365 nm

Para el caso de W, en el extracto ETMA, se observaron diferentes manchas opacas a 254
nm (imagen 15) las cuales revelaron de color purpura con el anisaldehido, corroborando
la presencia de compuestos terpénicos. Esto mismo sucedié con el patron, lupeol.

En la imagen 16, se sefalaron los terpenos presentes ya revelados, para estos se calculd
el Rf y son los siguientes: Mancha 1: Rf de 0.91; mancha 2: Rf de 0.82, igual al patron

(lupeol), como se indicé anteriormente, una vez mas se confirma que hay en el extracto.

ETMA hay una mancha que coincide en Rf y color de revelado, con el lupeol; mancha 3 Rf
de 0.69; mancha 4: Rf de 0.60 y mancha 5: Rf de 0.07, de lo que se puede presumir, existe
lupeol en ETMA.

Al no coincidir los Rfs de las cumarinas (cromatograma X) y los terpenos (cromatograma
W) se elimina la posibilidad de que existan en la planta lactonas terpénicas. Las lactonas
terpénicas pueden dar positiva la reaccion de hidroxamato férrico, pero en este caso
deberian ser positiva la prueba de terpenos igualmente. Asimismo, las cumarinas no deben

dar positiva la reaccién con anisaldehido (cromatograma W).
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Imagen 17. Cromatogramas W (terpenos) y X (cumarinas) Revelados

Los siguientes cromatogramas, Y y Z, se realizaron para la identificaciéon de dos de los
componentes estructurales de los glicésidos cardiotdnicos, lactonas alfa-beta insaturadas
y nucleo esteroidal, respectivamente. En la imagen 18 observamos los cromatogramas Y
(izquierda) y Z (derecha) a una longitud de onda (A) de 254 nm y en la imagen 19, auna A
de 365 nm. En la imagen 20 se puede observar los cromatogramas una vez revelados con
el reactivo de Raymond, para lactonas alfa-beta insaturadas y anisaldehido, para los
cromatograma Y y Z, respectivamente. En laimagen 18 se observan componentes opacos,
correspondientes a compuestos no fluorescentes, como los esteroides, tanto en ETMA,
como en el extracto patréon (Digitalis purpurea). En laimagen 19 se observan diversidad de

componentes fluorescentes en ambos extractos.
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Imagen 18. Cromatogramas Y (lactonas a-B- insaturadas) y Z (esteroides) a A de
254 nm

Imagen 19. Cromatogramas Y (lactonas a-B- insaturadas) y Z (esteroides) a A de
365 nm

Para el caso del extracto patron de D. purpurea, se presentaron dos manchas positivas
para lactonas alfa-beta insaturadas, con Rfs de 0.88 y 0.53, en la imagen 20,

cromatograma Y. Con los mismos Rfs, se detectaron, en el cromatograma Z, compuestos
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con nucleo esteroidal, al presentar reaccién positiva con anisaldehido, lo que indica prueba

positiva para glicésidos cardiotonicos, en el caso de las manchas con esos Rfs.

Para el caso del extracto ETMA, la prueba para lactonas alfa-beta insaturadas, mostré un
resultado negativo, ya que al revelar no se observaron manchas de color rojizo o violeta,
ver imagen 20 (Y). El extracto ETMA resulté positivo para esteroides y/o triterpenos, ya
que se observaron manchas de color violeta (imagen 20, Z) los cuales cuentan con los
siguientes Rfs: mancha 1: Rf de 0.88; mancha 2: Rf de 0.53; mancha 3: Rf de 0.47; mancha
4: Rf de 0.33; mancha 5: Rf de 0.14 y mancha 6: Rf de 0.07. Lo anterior indica que el
extracto no contiene compuestos cardiotonicos, ya que para que estos compuestos
hubiesen estado presentes, manchas con Rf iguales deberian haber revelado en ambos

cromatogramas, Yy Z.
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Imagen 20. Cromatogramas Y (lactonas a-B- insaturadas) y Z (esteroides)
Revelados. P (patrén: extracto de D. purpurea)
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5.2.2 Fraccionamiento en Columna de ETMA (CC1)

e Separacion en Cromatografia en Columna abierta: Fase Estacionaria
Silica Gel

Se hizo un fraccionamiento inicial, con el objetivo de separar grupos de compuestos
similares en polaridad; esta se hizo por medio de cromatografia en columna abierta,
utilizando como fase estacionaria silica gel y un gradiente discontinuo, usando como
solvente diclorometano (A) — Metanol (B), como se describié previamente. En este
fraccionamiento, se obtuvieron 65 fracciones de 50 mL provenientes de la fraccion soluble
en diclorometano del extracto total (ETMA), las cuales, luego de un seguimiento por CCD

para terpenoides y flavonoides, se agruparon en 10 fracciones segun su similitud quimica.
En la tabla 3 se puede observar los pesos para cada fraccion obtenida y su rendimiento.

Adicional a las fracciones obtenidas, como resultado de la separacion cromatografica, se
obtuvieron otras 3 fracciones (11,13 y 14), segun se describié en la metodologia. Todas
las fracciones fueron analizadas por CCD, LC-MS y en pruebas in vitro de actividad

antiplasmodial y citotoxicidad.

Tabla 3. Resultados de Pesos y Rendimientos de las Fracciones Obtenidas de CC1

Fraccion Peso (mg) % Rendimiento
1 100 4.48
2 410 18.38
3 160 7.17
4 360 16.14
5 80 3.59
6 60 2.69
7 50 2.24
8 40 1.79
9 20 0.9
10 40 1.79
11 2900 NA
13 9040 NA
14 (no soluble en CHCl,) 7870 NA

El método que se uso para el fraccionamiento fue eficaz, ya que fue posible reunir las

fracciones en 10 finales, las cuales se analizaron en el estudio in vitro de la actividad
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antiplasmodial y citotoxica, adicionalmente se hizo un analisis por LC-MS para analizar los
componentes que poseia cada una, para eventualmente asociarla a la actividad que

presentaron las fracciones.

Se hizo seguimiento a las fracciones obtenidas anteriormente por medio de CCD. A
continuacion, se presentan las caracteristicas cromatograficas de las fracciones 1 - 10. En
las imagenes 21 y 22 se encuentran los cromatogramas donde se detectaron terpenos,
luego de revelar con p-anisaldehido; en la imagen 21 se puede ver el cromatograma
correspondiente a las fracciones 1 a 7. Se encontraron triterpenoides en las primeras dos
fracciones como se observa en la imagen, cuyos Rfs son: a: 0.94; b: 0.88; c: 0.69; d: 0.44
y e: 0.35. Los Rf para la segunda fraccién estan marcados como f: 0.80; g: 0.25; h: 0.19; i:
0.12yj: 0.06. El patron (lupeol) tiene un Rf igual a 0.15.

g
patrén (lupeol)

Imagen 21. Cromatograma Correspondiente a las Fracciones 1 a 7 de la Columna
para Terpenos
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La imagen 22 corresponde al cromatograma de las fracciones 8 a 10, luego de revelar con
anisaldehido. En esta imagen se observa que no hay triterpenoides libres, Unicamente se

encuentra el patrén, lupeol.

— natrAan (hhinan 1\
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Imagen 22. Cromatograma Correspondiente a las Fracciones de la Columna 8 a 10
para Terpenos

A continuacion se presentan las images correspondientes al analisis de flavonoides,

realizado a las 10 fracciones obtenidas.

En la imagen 23, los cromatogramas correspondientes a las fracciones 1 al 7, luego de
revelar con NP-PEG. A la Izquierda vemos las machas marcadas, encontradas para
flavonoides presentes en cada fraccion, de color amarillo, derecha observada en UV a 365
nm. El Rf correspondiente al nUmero 1 es 0.24; el Rf nimero 2 es igual a 0.18; el Rf nUmero
3 esigual a 0.65 y el Rf del patron (P) es igual a 0.70, en este caso se us6 quercetina. Las
fracciones 3 a la 5, particularmente 3, son ricas en acidos fendlicos, estos compuestos se
identifican por su fluorescencia azul. En la imagen 24, podemos ver que las ultimas
fracciones, 9 y 10, carecen de flavonoides, solo la fraccion 8 cuenta con un flavonoide, el

patrén (quercetina), el Rf de este flavonoide es de 0.25.
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Imagen 23. Cromatogramas Correspondientes a las Fracciones de la Columna1a?7
para Flavonoides. P (patréon: quercetina)

Imagen 24. Cromatogramas Correspondientes a las Fracciones de la Columna C1 8
a 10 para Flavonoides

La imagen 25 corresponde al cromatograma para identificacion de flavonoides del ETMA
y las fracciones 11 y 13. Se puede ver que el ETMA puede contener quercetina, ya que el
Rf de la mancha “a” y el del patrdn coinciden, este Rf corresponde a 0.75; adicionalmente

0

se pueden ver: la mancha “b”, en el ETMA, con un Rf de 0.44; la mancha “c”, se encuentra

tanto en el ETMA, como en las dos fracciones 11 y 13, con Rf de 0.38 y finalmente la
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mancha “d”, también esta presente en el ETMA y en las fracciones 11y 13 y su Rfes igual
a 0.13.

Las fracciones 11 y 13 poseen al menos 3 flavonoides, no poseen quercetina como ETMA.

Las fracciones correspondientes a 11 y 13 tienen gran cantidad de flavonoides presentes.

»Patrén (quercetina)

Imagen 25. Cromatograma de ETMA (izquierda) y Fracciones 11 (mitad) y 13
(derecha) derivatizado para detectar flavonoides

5.2.3 Analisis de masas LC-MS

Como se describié en la metodologia y con el fin de ahondar en la caracterizacién quimica
del extracto etandlico total de M. aeruginosa (ETMA) y de las fracciones obtenidas a partir
de este, se realizé un analisis utilizando LC-MS. A continuacion, se presentan algunos de
los cromatogramas obtenidos para las fracciones, los datos de las otras fracciones se
presentan en el Anexo C. Se pudo identificar algunos componentes, al ser comparados los
datos obtenidos experimentalmente con la base de datos y la ayuda del software

MetaboScap.

Empezamos con el ETMA, en la imagen 26. En el ETMA se identificaron 51 compuestos,
entre ellos aminoacidos (adenina, tirosina, fenilalanina), flavonoides como 5,7-dihidroxi-2-
(4-hidroxifenil)-6-[3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximethtl) oxan-2-illcromen-4-ona (Tr=5.1 y é&rea

de 38223), se encontré quercetina (Tr 5.2 min. y un area de 1735); floretina (Tr de 5.8 min.
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y un area de 906); ioliolida (Tr de 5.79 min. y area de 2552); dihidroactinidiolida (Tr de 8.06
min. y area de 3869). También se encontr6 en esta fraccién un flavonoide no identificado

en bibliotecas, cuya masa es de 593.28.
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Imagen 26. Cromatograma HPLC-MS del Extracto ETMA

En la imagen 27, se observa una ampliacién de una parte del cromatograma de la fraccion
12, donde se detecto el flavonoide isovitexina, el cual es un componente mayoritario en

esta fraccion y en la imagen 28, se presenta su masa.
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Imagen 27. Ampliacion del Cromatograma HPLC-MS del ETMA (flavonoide
mayoritario)
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Imagen 28. Masa de Flavonoide 5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-6-[3,4,5-trihidroxi-6-
(hidroximethtl) oxan-2-illcromen-4-ona (isovitexina)

En las primeras fracciones se identificaron terpenos y esteroides. En la imagen 29, se
observa el cromatograma correspondiente a la fraccion 1, en la que se identificaron 22
compuestos, entre los cuales se encuentran terpenos y esteroides. A continuacién, se
mencionan algunos de los principales: 4-hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-
tetramethylpiperidine (1.15 min.), dihidroactinidiolida (8.06 min.), 17-B- estradiol (11.2
min.), dihidroactinidiolida, tirosina, fenilalanina, loliolida, laurildietanolamina, &cido
jasmonico, 5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-dimethoxychromen-4-one,

megastigmatrienona y acido araquidénico.
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Imagen 29. Cromatograma HPLC-MS Fraccion 1 de la Separacién CC1

Con estos resultados podemos corroborar los resultados de las CCD, donde se muestra
que las primeras dos fracciones hay principalmente terpenos, esteroides y oftros

compuestos de baja polaridad.

En las fracciones 3, 4, 5 y 6 se encontraron compuestos en comun, en estas fracciones ya
se encontraron flavonoides, entre ellos hiperdsido y quercetina (Anexo C).
También en las fracciones 7 y 8, se encuentran varios compuestos en comdn y el

mayoritario es un flavonoide identificado como isovitexina, ademas de quercetina.

En la imagen 30, se observa el cromatograma de la fraccion 7, en la cual se identificaron
en total 38 compuestos, entre estos: isovitexina (masa de 433.11 y Tr de 5.1 min), este
flavonoide se encuentra como mayoritario en esta fraccion (area de 38284).
Adicionalmente, adenosina, fenilalanina, tirosina, 4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-
tetramethylpiperidine, hiperdsido, quercetina, acido traumatico, dihidroactinidiolida,
laurildietanolamina, acido jasmonico y 1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-

ethylpiperidine-4-carboxamide.
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Imagen 30. Cromatograma HPLC-MS Fraccion 7 de la Separacion CC1

En la imagen 31, se puede ver el cromatograma de la fraccidon 8. En total se identificaron
33 compuestos, siendo el principal la isovitexina, adenosina, fenilalanina, tirosina, 4-
Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine, 5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-6-
[3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximethtl) oxan-2-iljcromen-4-ona, 3-acido hydroximetilglutarico,
1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-

benzyl-N-ethylpiperidine-4-carboxamide. La imagen 32, también corresponde a la fraccién

hiperésido, quercetina, laurildietanolamina y
8, en esta se muestra una parte del cromatograma ampliado, indicando el compuesto que
se identifico como isovitexina con la masa de 433.11 y tiempo de retencion de 5.1 min. En

la imagen 33 se puede ver la fragmentacion de masas del mismo compuesto.
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Imagen 31. Cromatograma HPLC-MS de la Fraccién 8 de la Separaciéon CC1
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Imagen 33. Masa del Compuesto Identificado en la Fraccion 8, como isovitexina, de
la Separacién CC1

En las fracciones 9 y 10 no se detectaron ni flavonoides ni terpenos. En la fraccién 11y 13

se encontroé el Isovitexina, junto con quercetina y un flavonoide que no fue identificado.

En la imagen 34, podemos observar el cromatograma de la fracciéon 11, en el cual se
identificaron 52 compuestos. Entre los principales se encuentran: adenosina, Isovitexina,
dihidroactinidiolida, tirosina, quercetina, 1,3-difenilguanidina, hiperosido,
dihidroactinidiolida y laurildietanolamina. Adicionalmente, a un Tr de 13.3 min., se encontré
un compuesto no identificado por las bases de datos, posible flavonoide, esto por su masa,
la cual es de 593.28.
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Imagen 34. Cromatograma HPLC-MS Fraccién 11 de la Separacion CC1

En cuanto a la imagen 35 es una ampliacién del cromatograma de la fraccion 11, pero

donde podemos observar el pico correspondiente al flavonoide no identificado por las

bases de datos acopladas al software MetaboScape; el cual tiene una masa de 593.28 y

esta en un Tr de 13.32 min.
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Imagen 35. Cromatograma Fraccion 11 de la Separacion CC1, Ampliacién Region

de Flavonoide Previamente no Identificado

La imagen 36, Tenemos el fraccionamiento de masa del flavonoide previamente no

identificado, en este caso en la fraccion 11.
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Imagen 36. Masa de Compuesto no Identificado (Tr=13.32 min)

Las fracciones 11,13 y ETMA (12) son ricas en flavonoides. En estas se encuentran los
mismos flavonoides, incluyendo aquel que no fue identificado previamente por las
bibliotecas asociadas al software.

A través de los analisis por HPLC-MS se pudieron detectar compuestos presentes en el
extracto y las diferentes fracciones de M. aeruginosa; a medida que la polaridad de las
fracciones aumenta, también lo hacen los compuestos presentes en ellas. Para las
primeras se encuentran mayoritariamente terpenos y a partir de las fracciones 4, los

compuestos mas representativos son los flavonoides.

El objetivo de realizar una separacién inicial fue realizar un fraccionamiento con base en
la polaridad de los compuestos, por haber partido de un extracto etandélico total, bastante
complejo, no esperabamos que la separacion fuese total, sino inicial para luego realizar

separaciones adicionales y el aislamiento.

Se pudo ver relacion entre los resultados de los analisis por CCD, en donde se detectaron
compuestos tipo flavonoide y terpenos, fundamentalmente, con los hallazgos por HPLC-
MS.

A continuacion, tenemos una tabla que resume los principales compuestos presentes en

las fracciones, centrandonos en flavonoides, terpenos y esteroides (tabla 4).
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Tabla 4. Principales Constituyentes de las Fracciones y ETMA

Fraccion Constituyentes principales

ETMA Flavonoides: Isovitexina, quercetina, hiperosido, kaempferol y uno sin
identificar por bibliotecas

1 Esteroides y terpenoides: 17 - 3- estradiol, dihidroactinidiolida

2 Esteroides y terpenoides: 17 - B- estradiol, dihidroactinidiolida. lupeol

3 Hiperdsido, quercetina, kaempferol y 17-3- estradiol

4 Flavonoides: Hiperésido, quercetina

5 Flavonoides: Isovitexina, quercetina, hiperosido

6 Flavonoides: Isovitexina, quercetina, hiperosido

7 Flavonoides: Isovitexina, quercetina, hiperosido

8 Flavonoides: Isovitexina, quercetina, hiperosido

9 Aminoacidos

10 Aminoacidos

11 Flavonoides: Isovitexina, quercetina, hiperosido y uno sin identificar en librerias
13 Flavonoides: Isovitexina, quercetina, hiperosido y uno sin identificar en librerias

14 Flavonoides: Isovitexina, quercetina, hiperosido
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5.2.4 Aislamiento: Separaciéon en Cromatografia de Exclusion: Sephadex LH-
20

Columna 1 (C1)

Como se indico en la metodologia, se realizdé una separacion, usando Sephadex LH-20,
para aislar compuestos provenientes de la fracciéon 11, inicialmente se usé una muestra de
esta fraccion de 300 mg. Esta fraccion fue elegida porque tuvo una actividad antiplasmodial
alta, lo cual se ampliara mas adelante. De esta separacion se obtuvieron 42 fracciones de
5 mL cada una, se hizo seguimiento por CCD y aquellas que presentaron flavonoides, cuyo
Rf fuera el mismo y se reunieron, para esto, 4 fracciones que tenian el mismo compuesto
se reunieron en una sola (M1). En la tabla 5 se muestra las fracciones que fueron positivas
para flavonoides y su respectivo Rf, las que se encuentran en azul son las que se reunieron
en M1.

Tabla 5. Resultados Positivos para Flavonoides Usando CCD

Numero de Manchas Rf
Fraccion
8 1 0.27
9 1 0.24
10 1 0.24
11 1 0.25
12 1 0.25
13 1 0.25
14 1 0.25
15 1 0.35
16 1 0.38
17 1 0.40
18 1 0.28
19 1 0.28
20 1 0.25
21 1 0.25
22 1 0.28
38 1 0.63

En la imagen 37, se observa el cromatograma de las fracciones elegidas para constituir
M1, estas se encuentran marcadas con circulos, y el compuesto marcado como P es el

patrén (quercetina). La placa se revelé con NP-PEG y se observé a 365 nm.
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Una vez reunidas las fracciones (M1) se secé y se pesbé el resultado fue 1.2 mg, y se llevd
a analisis por RMN.

Imagen 37. Fracciones Positivas para Flavonoides de la Columna C1

¢ Resultados RMN para M1

El espectro no mostré un resultado claro porque la cantidad de compuesto fue escaza.

Por esta razon se realizé una nueva separacion.

Columna 2 (C2)

Al igual que la columna anterior, se us6 Sephadex LH-20 para aislar compuestos
provenientes de la fraccion 11. En esta ocasién se pesaron 900 mg, la cual se solubilizé
en metanol, tal como se explicé en la metodologia. De esta separacion se obtuvieron 63
fracciones de 5 mL cada una, se hizo seguimiento por CCD y aquellas que presentaron
flavonoides, cuyo Rf fuera el mismo, se reunieron en nuevas fracciones, las que se detallan
en latabla 6. En la tabla 7 se presentan los pesos de cada fraccion (reunidas). Se eligieron
las fracciones MA11, MA2 y MA3 para enviar a analisis por RMN.

Tabla 6. Fracciones de la Columna 2 (C2)

Fracciones Nuevo nombre de la fraccién Rf
15,16y 17 MA11 0.50
18,19y 20 MA2 0.25

24,25,26,27 y 28 MA3 0.25
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(1) 0.19
(2) 0.25
(1) 0.19
(2) 0.50

29y 30 MA4

31,32,33,34 y 35 MAS5

Tabla 7. Pesos de las Fracciones Reunidas en la Columna 2

Fraccion Peso (mg)
MA11 14.8
MA2 9.1
MA3 34
MA4 0.5
MA5 1.2

En las imagenes 38 a 40, se observan los cromatogramas ya revelados de las fracciones
que tienen flavonoides, en el circulo azul se encuentra el patrén. En la izquierda se observa
el cromatograma a 365 nm, los flavonoides son de color amarillo y en azul compuestos

fendlicos. En la derecha encontramos el cromatograma sefialando los compuestos para

medir los Rf de los mismos.

Imagen 38. Cromatograma de las Fracciones 15 a 20 de la Columna C2
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Imagen 39. Cromatograma de las Fracciones 22 a 28 de la Columna C2

Imagen 40. Cromatograma de las Fracciones 29 a 35 de la Columna C2

Se eligieron las fracciones MA11, MA2 y MAS3 por ser las que cuentan con un peso
mayoritario para continuar con su evaluacion de pureza y elucidacion estructural, de ser
posible.
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5.2.5. Elucidacion Estructural

De acuerdo al resultado de los analisis cromatograficos y de RMN, el compuesto que

mostré mayor pureza fue MAS3, sus resultados se muestran a continuacion.

. Analisis por Cromatografia Liquida y Masas

En la Imagen 41 se presenta el cromatograma HPLC-MS para MA3. Se observa que el

compuesto no esta puro, pero existe un pico mayoritario con un tiempo de retencién a los

5.1 min. Su masa se presenta en la imagen 42. Este compuesto fue identificado, segun la

base de datos como la flavona glicosidada isovitexina.
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Imagen 41. Cromatograma HPLC-MS para MA3
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Imagen 42. Fragmentacion de Masas para MA3
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= Resultados de RMN MA3

Para completar la elucidacion estructural se procedio a realizar un espectro de '"H RMN, el
cual se presenta en la Imagen 43. En la tabla 8 observan los datos obtenidos del '"H RMN,
considerados relevantes para la molécula que estamos proponiendo, la cual se identifico

como Isovitexina (Imagen 44).

Tabla 8. Datos del Espectro '"H RMN de MA3

Desplazamiento quimico* (0n)
7.98 (2d, J = 8.6 Hz, 2H)
7.84 (d, J = 8.3 Hz, 2H)

6.51 (s, 1H)

4.17 (s, 1H)

3.87 (d, J=10.9 Hz,1H)

3.73 (m, 1H)

3.47 (d, J=9.1 Hz, 1H)
*Solvente utilizado: CD30D; s (singlete), d (doblete) y m (multiplete)

Otras senales presentes en el espectro corresponden a los siguientes desplazamientos:
7.04 (s, 1H); 6.92 (m, 2H); 6.60 (s, 1H); 6.51 (s, 1H); 6.26 (s, OH) y 1.28 (s, 2H).
Sin embargo, estos los hemos considerado como sefiales correspondientes a

contaminantes, en su mayoria.

Las sefales con 0H 7.98 y 7.82, corresponden a protones aromaticos del anillo B
del flavonoide, la sefal dH 6.51, al proton aromatico del anillo Ay la sefal 4.17 al
del anillo C. Las sefiales con dH entre 3.87 y 3.47 provendrian del monosacarido.
Estas sefales se han comparado con la literatura, aunque es necesario obtener
mayor cantidad de compuesto para verificar el espectro de RMN y poder identificar
de manera mas claras las senales y sus caracteristicas (Ghafarzadegan et al.,
2022).
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Imagen 43. Espectro 1H de RMN para MA3

Imagen 44. Estructura quimica propuesta para MA3 (Isovitexina)



78 Estudio Fitoquimico y de la Actividad Antiplasmodial de Miconia aeruginosa

5.3. Evaluacion de la Actividad Antiplasmodial in vitro de las

Fracciones y el ETMA

Se evaluaron tanto las fracciones obtenidas a partir de ETMA, como el mismo extracto
total, a través una cepa FCR-3, la cual se sincronizé 3 veces previo al ensayo, como se
indico en la metodologia, los parasitos se encontraban en el estadio de anillos y se evalud
la capacidad del extracto o fraccion para inhibir su maduraciéon a esquizontes, es decir se
probé la capacidad del extracto y las fracciones derivadas de éste de bloquear el desarrollo
intraeritrocitario de la cepa FCR-3 del P. falciparum, in vitro. El patrén utilizado fue la

cloroquina.

El patrén de cloroquina se evalu6 en 6 diluciones seriadas: 1000 nM, 500 nM, 250 nM, 125
nM, 62.5 nM y 31,3 nM. La concentracion inhibitoria de la cloroquina fue de 228.9 nM, la
grafica de inhibicidén se puede observar en la Imagen 45. Esta Clso nos permite corroborar
que la cepa conserva su caracteristica de ser cloroquina resistente (Sutherland et al., 2013)
y también nos permite comparar este resultado con los de ensayos previos, con el fin de

verificar su reproducibilidad.
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Imagen 45. Actividad Inhibitorioa de cloroquina sobre P. falciparum Cepa FCR-3

Las concentraciones inhibitorias 50, obtenidas para ETMA y las fracciones se presentan
en la Tabla 9, para cada uno de los ensayos y también se presenta el promedio. ETMA y
13 fracciones fueron evaluadas en total, su actividad se clasificé de acuerdo con el criterio
de actividad antiplasmodial como: Activo Clso < 5,5ug/mL; moderado 5,5ug/mL < 20ug/mL,;

inactivo Clso > 20ug/mL. Esta escala corresponde a la clasificacion de RITAM (Research
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Initiative on Traditional Antimalarial Methods) (De Souza et al., 2018; Nondo et al., 2017;
Weniger et al., 2001) y a la experiencia del grupo de investigacion. En la imagen 46 se
grafican los resultados, de acuerdo a esta clasificacion, para facilitar su interpretacion. Tres
fracciones, 8, 13 y 14, representadas en barras de color verde resultaron tener actividad
moderada, mientras que el ETMA y las fracciones 7, 11, barras azules, mostraron ser

activas. Las fracciones inactivas se presentaron en naranja.

Tabla 9. Resultado de la Evaluacién de la Actividad Antiplasmodial para el extracto

y las fracciones de M. aeruginosa

e Clso (Mg/mL) Clso (Mg/mL) | Promedio Clso | Clasificacién de
ensayo 1 ensayo 2 (ng/mL) actividad

2 >50 >50 >50 inactivo
3 >50 >50 >50 inactivo
4 >50 >50 >50 inactivo
5 >50 >50 >50 inactivo
6 >50 >50 >50 inactivo
7 7.09 3.36 5.22 activo
8 15.2 15.2 15.2 moderado
11 5.03 3.27 415 activo

12 (ETMA) 5.54 1.41 3.48 activo
13 8.83 3.77 6.30 moderado
14 9.12 8.38 8.75 moderado

Clso: Concentracion inhibitoria 50.
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Imagen 46. Clasificacion de Resultados de Actividad Antiplasmodial, segun
criterio Ritam
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Imagen 47. Grafica de Calor para la Actividad Antiplasmodial de Extractos y
Fracciones de M. aeruginosa

Las fracciones 7, 8,11,13, 14 y ETMA, que tuvieron actividad son ricas en flavonoides, 3
de ellos fueron identificados en LC-MS, estos son quercetina, hiperdsido e isovitexina, por
lo cual podemos proponer dichos compuestos, como responsables de la actividad
antiplasmodial observada. Se ha encontrado actividad antiplasmodial para compuestos de
tipo flavonoide en la literatura, lo cual respalda los hallazgos del presente trabajo. El

compuesto aislado no se probd, esto debido a que se obtuvo en muy baja cantidad y no
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puro, del todo. Sin embargo, se ha reportado actividad antiplasmodial para la isovitexina y
otras flavonas (Bhattacharya y Mandal, 2025; Rakesh et al., 2020; Liman et al., 2023).

Particularmente, en un trabajo realizado en Korea, se evalud la actividad antiplasmodial in
vitro de flavonoides, incluidas flavonas, en la misma cepa que utilizamos en este trabajo,
FCR-3 y pudieron establecer actividades similares a las obtenidas en esta investigacion
(Lee et al., 2007).

Es de notar que la actividad antiplasmodial se puede comparar y se mantuvo con la
obtenida en el screening previamente realizado (Sosa, 2019), en el presente estudio,
ademas de corroborar dicha actividad, se avanzo en conocer acerca de su composicion y

proponer posibles metabolitos secundarios responsables.

5.4. Resultados de Citotoxicidad de las Fracciones y el ETMA

sobre fibroblastos murinos NIH/3T3

Se evalud la citotoxicidad de las fracciones y el ETMA sobre fibroblastos murinos. El
objetivo de realizar la evaluacion de toxicidad sobre células de mamifero reside en la
necesidad de complementar el analisis de los efectos de los compuestos sobre células que
no sean parasitarias, esto con el fin de calcular el indice de selectividad y verificar que, si
existe un efecto inhibitorio sobre el P. falciparum, no se deba a una toxicidad inespecifica

sobre cualquier tipo celular.

Los fibroblastos murinos NIH/3T3, provienen de fibroblastos embrionarios de raton NIH
Suizo, se utilizan mucho en la investigacion ya que crecen rapidamente y alcanzan alta
densidad celular muy rapido, son células adherentes, lo que permite su revision mas facil

(Dzhambazov et al., 2023). Por esta razon se eligieron para este estudio.

En las tablas 10 y 11, se encuentran los datos de la viabilidad de las células o porcentaje

de crecimiento celular que fueron tratadas tanto con el ETMA, las fracciones del extracto.
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Tabla 10. Porcentaje de Inhibicién de Crecimiento de Fibroblastos NIH/3T3 - ETMA
y Fracciones 8,11,13 y 14

Fraccion 14 | Fraccion 13 | ETMA (12) ‘ Fraccion 11 | Fraccién 8
Concentracién (ug/mL) % Inhibicion

100.00 40.98 25.89 19.04 39.49 5.28

50.00 0.65 2279 11.45 10.81 3.24

25.00 5.84 24.50 17.08 11.80 4.24

12.50 417 34.21 19.73 10.92 0.38

6.25 13.50 21.78 23.15 18.64 4.85

3.13 6.98 27.39 9.71 6.71 11.65

1.56 10.56 16.39 8.15 1.22 5.29

0.78 8.45 7.39 9.74 2.50 0.96

Tabla 11. Porcentaje de Inhibicién de Crecimiento de Fibroblastos NIH/3T3 -
Fracciones 7,6,5,4,3y 2
Fraccion 7 | Fraccion 6 | Fracciéon 5 | Fraccién 4 | Fraccion 3 | Fraccion 2
Concentracion (ug/mL) % Inhibicion

100.00 6.81 17.59 35.62 88.44 84.33 57.42
50.00 3.64 10.50 13.99 55.51 86.97 11.38
25.00 3.75 11.16 12.23 31.75 81.69 6.61
12.50 8.36 15.88 12.58 27.53 24.68 13.1
6.25 8.78 11.65 12.05 14.56 24.06 8.77
3.13 8.25 8.32 8.80 19.75 17.07 11.07
1.56 15.84 14.92 4.33 14.44 15.93 9.35
0.78 1.94 12.99 3.59 7.46 6.11 6.90

Los resultados obtenidos en las tablas de inhibicién de crecimiento, muestran que las
fracciones 5, 6, 7, 8, 11, 13, 14 y ETMA (12) presentaron una citotoxicidad mayor a 100

mg/mL, la maxima concentracion evaluada. Razén por la cual en la imagen 48 se grafica

el comportamiento del crecimiento celular en tres de las seis concentraciones probadas, la

mayor, 100 ug/mL, una intermedia, 5,25 y la menor 0,78 ug/mL. También se incluye el

control de crecimiento, con DMSO a las mismas concentraciones utilizadas para disolver

el extracto y fracciones.
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Imagen 48. Porcentaje de Viabilidad Celular para ETMA (12) y Fracciones 5, 6, 7,
8,11,13 y 14 de M. aeruginosa con Clso > 100 pg/mL

Las fracciones 2, 3 y 4, presentaron mayor inhibicion y por tanto se calculé la concentracién
inhibitoria 50, ver tabla 12. Sin embargo, ninguna de estas fracciones present6 actividad
frente al parasito. Las fracciones que presentaron actividad antiparasitaria son selectivas

por las células del parasito.

Como se dijo anteriormente, las fracciones que tuvieron actividad antiparasitaria y las que
tuvieron citotoxicidad no son las mismas, no se puede calcular un indice de selectividad;
pero como se enuncioé en parrafos anteriores, de los datos obtenidos, se puede evidenciar
que existe una selectividad hacia las células parasitarias y no hacia las células de los
mamiferos. Estos resultados coinciden con un estudio previo, en el cual se evaluaron
compuestos similares también frente a células de mamifero in vitro y tampoco se observo

una citotoxicidad significativa (Lee, 2007).

Tabla 12. Concentracién Inhibitoria 50 (Clso) de las Fracciones 2,3y 4

F2 F3 F4
Clso 52.6 pg/mL 16.7 pyg/mL 13.9 pyg/mL
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En la Tabla 13 se presenta el porcentaje de inhibicién del patrén de citotoxicidad empleado
en el ensayo, el etopdsido, para cada una de las diluciones empleadas. Y en la imagen 51
se presenta la grafica correspondiente al porcentaje de inhibicién en funcion de la

concentracion del etopdsido. Su concentracion inhibitoria 50 fue de 1.65 mM.

Tabla 13. Porcentaje de Inhibiciéon de Crecimiento de Fibroblastos NIH/3T3 frente a
etopodsido (patréon)

Etopdsido
Concentracion (mM) % Inhibicion
100 81.39
50 67.72
25 61.76
12,5 60.22
6,25 53.56
3,13 45,93
1,56 37.26
0,78 25.04
100
c 80 A
o -
‘o /ﬁ"
8 601
2
£
o 404
-
52 zﬁ
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0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
Log Concentracion (mM)

Imagen 49. Citotoxicidad del Etopésido (Patron de Citotoxicidad)
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5.5 Caracterizacion macroscépica y microscépica de la
droga molida (hojas) y cortes de hojas de Miconia
aeruginosa

5.5.1 Caracterizacion macroscoépica y caracteristicas sensoriales
> Hoja

La hoja de Miconia aeruginosa, posee peciolo, la hoja es ovalada, tiene nervaduras
acrédomas, se pueden ver bordes dentados y posee gran cantidad de tricomas. Las hojas
recolectadas miden entre 15 y 18 cm. En la imagen 50 se puede observar la planta,
particularmente sus hojas en la naturaleza (Gleason, 1958; Kessler-Rios & Kattan, 2012;
Velandia & Silva, 2012).

Imagen 50. Hojas y flores de Miconia aeruginosa
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» Caracteristicas Macroscoépicas de la Droga
Polvo color verde oliva de un tamano de fractura maximo de 0.8 mm (por tamiz #20), en
su textura se observan trozos pequefios de hoja de formas irregulares, su olor aromatico y
un poco amargo y de intensidad moderada; el sabor es amargo similar al el del té verde

pero mas suave (Imagen 51).

Imagen 51. Droga de Miconia aeruginosa

5.5.2 Caracterizacién Microscoépica

» Caracterizacion Microscoépica de la Hoja

Se hicieron cortes longitudinales, transversales y superficiales a las hojas para observar
en el microscopio la epidermis, tricomas, floema, xilema, entre otros.

A continuacién, se pueden observar imagenes correspondientes a los cortes realizados a
las hojas hidratadas de M. aeruginosa y a la droga molida, donde se identificaron los
componentes caracteristicos de las mismas, observados al microscopio; como lo son la

epidermis, los tricomas, los cristales de oxalato, etc.
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En la imagen 52, se observa un corte transversal de la nervadura central de la hoja, se
montod en agua destilada, es una vista del envés de la misma y esta a un aumento de 10X
x 10X en el microscopio; se puede ver el sistema vascular (A) de la hoja, el colénquima

(B), parénquima de relleno (C) y algunos tricomas que sobresalen del haz de la hoja (D).

Imagen 52. Nervadura Central, Corte Transversal. Observado con un Aumento de
100X

En la imagen 53, se observa un corte transversal de una parte de la nervadura central, se
hizo montaje en agua destilada, la cual se observé con el objetivo de 40X x10X. Se observa
epidermis (A) y en B colénquima, adicional se pueden observar dos tricomas diferentes,

los cuales se encuentran en el envés de la nervadura.



88 Estudio Fitoquimico y de la Actividad Antiplasmodial de Miconia aeruginosa

v
vy

— A

- Tricoma glandular bicelular

> Tricoma no glandular,

pluricelular, multiseriado

Imagen 53. Corte Transversal de una Parte de la Nervadura Central, Observada a
400X

En la imagen 54, se presenta un corte transversal de la nervadura central, en el cual se
uso el objetivo de 10X x 10X, el corte esta tefiido con fluroglucinol en medio acido (HCI al

30%), donde se observan los vasos lignificados.

‘

»Xilema

Imagen 54. Corte Transversal de la Nervadura Central, Observado a 100X, Tehido
con Fluroglucinol en HCL 30%
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La imagen 55, corresponde a un corte transversal de una parte de la nervadura central, la
cual se observé a un aumento de 40X x 10X, se monté en agua destilada y se puede

apreciar el sistema vascular de la nervadura central.

»Floema

» Xilema

Imagen 55. Corte Transversal de la Nervadura Central, Observada a 400X

En la imagen 56, podemos observar el sistema vascular tefiido con fluroglucinol al 2% en

medio acido, usando un objetivo de 40X x 10X.
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Xilema

Floema

Imagen 56. Sistema Vascular de una Parte de la Nervadura Central Observada a 400X,
Tenida con Fluroglucinol al 2% en HCL 30%

La imagen 57, corresponde a un corte superficial de la de hoja de M. aeruginosa, se hizo
montaje en agua destilada, donde se puede ver la epidermis inferior de paredes gruesas y

en ella se aprecian estomas anisociticos. Se observd con un objetivo de 40X x 10X.

LG Vv e = A - !
,‘/ o 4 < ' p | )
PO 4 - . : -

Imagen 57. Epidermis Inferior, Observada a 400X
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En la imagen 58 tenemos un corte superficial de hoja de M. aeruginosa, aclarada con
hipoclorito de sodio y observada a un aumento de 40X x 10X, donde se observa mas

claramente las estomas anisociticos presentes en la epidermis inferior de la hoja.

Imagen 58. Estomas Anisociticos en Epidermis Inferior a 400X

La imagen 59, corresponde a un corte transversal de la hoja de M. aeruginosa, montaje
hecho en agua destilada, observada con un objetivo de 40X x 10X, en la que vemos un

tricoma bicelular, con pedunculo unicelular.
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[

Imagen 59. Tricoma Bicelular, con Pedunculo Unicelular, Observado a 400X

En la imagen 60, observamos un corte longitudinal de hoja de M. aeruginosa, el cual se
monté en agua destilada, se encuentra a un aumento de 40X x 10X, donde podemos ver
un tricoma bicelular, con pedunculo unicelular y parénquima, este corte fue aclarado con

hipoclorito de sodio.

— Tricoma bicelular

, Pedunculo

unicelular

_» Parénquima

fotosintética

Imagen 60. Tricoma Bicelular, con Pedunculo Unicelular, Corte Aclarado con
Hipoclorito de Sodio, Observado a 400X
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» Caracteristicas Microscopicas de la Droga:

También se hicieron observaciones en la droga molida para identificar otras inclusiones

celulares como almidén y oxalato de calcio.

En la imagen 61, al a derecha se tiene un tricoma glandular, con glandula multicelular, la
glandula mide 12 ym y pedunculo multicelular y multiseriado el cual mide 32 um, observado
a 40X x 10X, la flecha senala la glandula del tricoma. A la izquierda se observa un tricoma

bicelular, no se ve el pedunculo.

- |

- Glandula multicelular

Imagen 61. Tricoma Glandular Multicelular con Pedunculo Multicelular y
Multiseriado, Observado a 400X

En la imagen 62, se observa un tricoma enracimado con pedunculo bicelular, esta imagen

se encuentra a un aumento de 40X x 10X.

En la imagen 63, tricoma enracimado tefiido con fluroglucinol al 2% en medio &cido (HCI
30%), donde se puede observar que el tricoma esta lignificado (parte tefiida de rojo dentro

del tricoma), esta imagen esta a un aumento de 40X x 10X.
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pedunculo

Imagen 62. Tricoma Enracimado con Pedunculo Bicelular, Observado a 400X

Imagen 63. Tricoma Enracimado Tefiido con Fluroglucinol al 2% en HCI 30%,
Observado a 400X
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Las imagenes 64 y 65, se ve un tricoma no glandular con pedunculo multicelular y

multiseriado, observados a un aumento de 10X x 10X y 10X x 40X, respectivamente.

Imagen 64. Tricoma no Glandular con Pedunculo Multicelular y Multiseriado,
Observado a 100X
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Imagen 65. Tricoma no Glandular con Pedunculo Multicelular y Multiseriado,
Observado a 400X

En la imagen 66, se tiene un tricoma no glandular tefido con fluroglucinol en medio acido
(HCI 30%). Este se observé a un aumento de 40X x 10X.

\‘

Imagen 66. Tricoma no Glandular Tehido con Fluroglucinol, Observado a 400X

En laimagen 67, se observa, parénquima fotosintético (A) y una roseta de oxalato de calcio

(B); esta imagen se encuentra a un aumento de 40X x 10X.
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Imagen 67. Parénquima Fotosintético (A) y Roseta de Oxalato de Calcio (B),
Observada a 400X

Las imagenes 68 y 69, corresponde a parénquima de reserva en el que se observa una
hilera de cristales de oxalato en forma de roseta, estas imagenes estan a un aumento de
10X x 10Xy 40X x 10X, respectivamente.
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Fila de Cristales de Oxalato de Calcio

ristales de oxalatode calcio

Imagen 69. Parénquima de Relleno, Observado a 400X

La imagen 70, corresponde a una roseta de oxalato de calcio, observado a un aumento de
400X.
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Imagen 70. Roseta de Oxalato, Observado a 400X

En la imagen 71, se tiene parénquima de reserva donde se observan granos de almidon

(indicador), el cual fue tefiido con lugol.

Imagen 71. Parénquima de Reserva Teinido con Lugol, Observado a 400X

En la imagen 72, esta ver diferentes vasos, anillados, espiralados y reticulados, esta

imagen se encuentra a un aumento de 40X x 10X.
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Imagen 72. Vasos Anillados, Espiralados y Reticulados, Observados a 400X

En la imagen 73, se observan unos vasos reticulados los cuales fueron tefiidos con
fluroglucinol en medio acido (HCI 30%), la imagen se encuentra a un aumento de 40X x
10X.
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Imagen 73. Vasos Reticulados Tefidos con Fluroglucinol en HCI 30%, observada a
400X

Adicional a las observaciones realizadas anteriormente, se midieron algunos de los
componentes caracteristicos presentes en la droga proveniente de las hojas de M.

aeruginosa, dichos resultados se pueden observar en la tabla 14:

Tabla 14. Resultados de Medicion de Componentes Caracteristicos en la Droga de

Hojas de M. aeruginosa

Tricomas Tricomas glandulares Tricomas Tricomas Cristales Granos
no Pedunculo | Glandula | enracimados | bicelulares de de
glandulares oxalato almiddén
Medidas 70y 170 30y 32 10y 12 20y 27 10y 15 9y 10 2y3
entre (um)
Promedio 117.27 31.45 11.45 26.64 11.36 9.91 2.18
Desviacién 30.36 0.93 0.93 2.50 1.75 0.30 0.40
estandar

También se realiz6 la determinacion del indice de estomas usando la ecuacion 4.7, descrita
en la metodologia y se obtuvo un resultado de 24.1% del mismo.
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Las caracteristicas microscépicas de la droga de M. aeruginosa

son:

Epidermis compuesta de paredes de forma ovalada, delgadas, con presencia de varios
tipos de tricoma como: tricomas enracimados con pedunculo unicelular o bicelular,
tricomas glandulares bicelulares con pedunculo unicelular, tricomas glandulares
multicelulares con pedunculo multicelular y multiseriado, tricomas no glandulares con
pedunculo multicelular y multiseriado; estomas anisociticos, vasos de tamafo pequefio
de diversos tipos como espiralados y reticulados, contiene cristales de oxalato en forma de
roseta presentes en parénquima de relleno y en algunos tricomas, granos de almidén

pequenos redondeados presentes en parénquima de reserva.
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6.Conclusiones

Conclusiones

Se identificaron los siguientes grupos de metabolitos secundarios: flavonoides, terpenos,

cumarinas, saponinas y taninos en el extracto etandlico de M. aeruginosa.

El extracto etandlico de M. aeruginosay las fracciones 7, 8 y 11,13 y 14 mostraron actividad

antimalarica, siendo el ETMA el mas activo, con una Clso de 4.15 ug/mL.

La citotoxicidad de las fracciones fue baja, lo que indica que una selectividad alta hacia el

Plasmodium falciparum, sobre las células de mamifero.

Las fracciones mas activas son ricas en flavonoides, razén por la cual se procedio a aislar

un flavonoide mayoritario, apigenina-6-C-glicosido (isovitexina).

Se pudieron identificar las principales caracteristicas microscopicas de las hojas de M.
aeruginosa, siendo las principales tricomas no glandulares pluricelulares, tricomas
glandulares bicelulares con pedunculo bicelular, estomas anisociticos y rosetas de oxalato

de calcio, en forma de rosetas.
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7. Recomendaciones

Se recomienda purificar la isovitexina y probarla en un cultivo de P. falciparum para

calcular su Clso y comparar con los resultados obtenidos con el ETMA.

Aislar otros flavonoides, otros compuestos, usar combinaciones de los compuestos y

probar en ensayos de actividad antiplasmodial.

Continuar con el estudio de actividad antimalarica con otras cepas cloroquinosensibles

y resistentes.

Continuar con ensayos de actividad antimalarica y de toxicidad in vivo con los

compuestos promisorios o el extracto total, dependiendo del caso.

Si es posible realizar mas estudios para identificar posibles usos farmacolégicos
ademas de antimalaricos para la isovitexina, ya sea como compuesto Unico o con

diferentes combinaciones.
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A. Anexo: EQUIPOS, MATERIALES Y
REACTIVOS

1) EQUIPOS

a) Obtencion del Extracto, Caracterizacion de Compuestos,
Fraccionamiento y Aislamiento

Estufa de aire circulante de 4 bandejas (fabricacion local), licuadora industrial marca Javar®
Modelo XB 409, rotovapor Buchler® con bomba de vacio Buchi® V-100, ultrasonido
Elmasonic® Easy 60C, balanza mecanica OHAUS® serie 700, balanza semianalitica
OHAUS® modelo PA3102, balanza analitica OHAUS® modelo PA214, incubadora
Memmert® modelo UM 400, centrifuga Hettich® modelo MIKRO 220R, cabina de extraccion
Disefio Industrial, camara de observacién con lampara ultravioleta (254 y 365 nm) CAMAG,

modelo CROMATO-VUE®, nevera convencional Mabe®.

Analisis LC-MS, equipo de MS Brucker Impact I, equipo LC Brucker Elute, columna Bruker
Intesity C18 (100 x 2.1 mm), software de metabolomica Bruker Compass MetaboScape
Version 6.0.2, con librerias de Bruker HMDB Metabolite Library 2.0, Bruker MetaboBASE
Personal Library 3.0, MoNA-export-MassBank, MoNA-export-GNPS,
MassBankEurope_ NIST.

Los espectros de Resonancia magnética nuclear 1H fueron obtenidos en un equipo Bruker
Avance 400 MHz [400 MHz (1H). Los desplazamientos quimicos fueron registrados en

partes por millén y las constantes de acoplamiento (J) fueron medidas en Hertz (Hz).
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b) Actividad Antiplasmodial y Citotoxicidad de las Fracciones y
ETMA

Bafio termostatado  Memmert®, incubadora Thermo Fisher referencia: Series 8000 WJ,
cabina de flujo laminar AIRTEC® clase Il modelo AFV-4702, cabina de flujo laminar C4 de
SEGURIDAD BIOLOGICA® modelo CSB-85 clinica, tanque de nitrégeno liquido de MVE®
referencia Millenium 2000 XC 20, autoclave de Panasonic® referencia MLS3781L,
incubadora de Thermo Fisher® referencia: Series 8000 WJ, centrifuga de Eppendorf®
referencia 5430, plancha de agitacion de Heidolph referencia MR3001, balanza analitica
de Sartorius referencia: ENTRIS2241-1S, potenciometro Sartorius referencia: DocuClip pH
Meter (Electrodo Laqua 9625-JF25), nevera y congelador Supernordico modelo P-6322,
bomba de vacio MEDI-PUMP modelo 1130 067, micropipeta multicanal de 8 canales
Schott-Brand, modelo Transferpette®-8 con volumen ajustable 30-300 uL, micropipetas de
rango variable de 0.5-10 yL, 20-200 pL, 100-1000 yL Socorex®, referencia ACURA 825,
microscopio optico ZEISS modelo Primo Star con objetivos de 4X, 10X, 40X y 100X,
microscopio electronico invertido (MEI) de marca Leica referencia: DMIL 090-135.001,
microlector de ELISA Multiskan SkyHigh de Thermo Fisher Scientific.

c) Analisis Microscopico del Material Vegetal

Microscopio 6ptico ZEISS modelo Primo Star con objetivos de 4X, 10X y 40X, objetivo
micrometro Carl Zeiss.

2) MATERIALES

a) Obtencion del Extracto, Caracterizacion de Metabolitos
Secundarios, Fraccionamiento y Aislamiento

Percolador de 5 L, columnas de vidrio de diferentes capacidades, material
volumétrico para la preparacion de soluciones y en general material de vidrio de
uso comun para las diferentes preparaciones, entre ellas vasos de precipitados,
embudos de decantacion, tubos de ensayo, etc. Para el analisis LC-MS se usaron
viales para cromatografia con tapa septa, LABSCIENT, pipetas pasteur de vidrio,

viales de diferentes volimenes.
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b) Actividad Antiplasmodial y Citotoxicidad de las Fracciones y
ETMA

= Actividad Antiplasmodial

Pipetas graduadas de vidrio de diferentes volumenes (2 mL, 5 mL, 10 mL), cajas de cultivo
de cuello inclinado de 25 cm?y de 75 cm? CORNINGS®, filtros pirinola con membrana estéril
de celulosa (0.22 ym, 13 mm de diametro) Millipore®, microplacas de 96 pozos de fondo
plano CORNING®, tubos para centrifuga estériles de 15 mL y 50 mL en polipropileno
Biologix®, puntas para micropipeta de diferentes volimenes (10uL, 200uL y 1000uL) ,
microtubos graduados de polipropileno para centrifuga de 1.5 mL tipo Eppendorf™,
desecador Kartell en polipropileno y policarbonato modelo 0055400 con llave para vacio
y de diametro 250 mm, viales de almacenamiento criogénico con rosca externa de 2 mL y
Fisherbrand™, porta filtro esterilizable membranas estériles de celulosa ( 0.22 ym, 47 mm
de diametro) de Millipore®, laminas portaobjetos, agitador magnético, pipetas Pasteur de

punta larga de vidrio y pipetas Pasteur de 3 mL de PE-LD Brand®.

» Citotoxicidad

Cajas de cultivo de cuello inclinado de 25 cm? y de 75 cm? Corning® T25 con/sin filtro,
pipetas graduadas (10mL, 5mL, 2mL, 1mL), pipeteador manual/automatico, gradillas,
tubos Falcon de plastico (50mL. 15mL), frascos comunes de vidrio, papel parafiim®, viales
Eppendorf de tipo criovial (2mL, 1mL), micropipeta Gilson (1000uL, 200uL, 20uL, puntas
de micropipeta (azul para 1000uL, amarillas para 200uL, blancas para 20uL), trampa para
vacio, manguera para bomba de vacio, probetas (1L, 100mL, 10ml), frascos aspersores,
pipetas Pasteur, portaobjetos, vasos de precipitados (1L, 500mL, 250mL), agitador
magnético, frascos Schott de vidrio (500mL, 250mL), cajas de Petri de vidrio, hisopos,
moldes o campos, balon aforado (1L, 50mL), filtros Millipore® de acetato de celulosa de
0,22um, portafiltros, embudo de filtracion, scraper, frascos plasticos Nest® T75, viales
Eppendorf de tipo microcentrifuga (2mL, 1.5mL, 1mL), camara de Neubauer, portaobjetos,
microplacas de cultivo de 96 pozos, micro-espatulas, micropipeta Eppendorf® de 10uL,
micropipeta multicanal Transferpette®-8 (30-300uL), reservorio para micropipetas

multicanal.
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c) Analisis Microscopico del Material Vegetal

Laminas portaobjetos y laminas cubreobjetos, espatula para colocar la muestra en la
lamina portaobjetos, vasos de precipitados de diferentes volumenes, pipetas Pasteur

graduadas de 3 mL.

3) REACTIVOS

a) Obtencion del extracto, Caracterizacion de Metabolitos
Secundarios, Fraccionamiento y Aislamiento

Etanol al 96%; éter de petrdleo, diclorometano, metanol, cloroformo, acetato de etilo,
butanol, acetona, tolueno (J.T. Baker), agua destilada, yoduro mercurico, cloruro
mercurico, nitrato de bismuto (lll), reineckato de amonio, hidroxido de sodio, sulfato de
sodio anhidro, acido sulfurico 95-97%, acido férmico 98-100%, magnesio en polvo, éxido
de magnesio y urea (Merck); gelatina RA; acido clorhidrico 37% e hidréxido de amonio
(J.T. Baker); 2-aminoetil difenilborinato (Sigma), polietilenglicol 4000, monoclorhidrato de
hidroxilamina (Sigma-Aldrich); acido acético glacial, yoduro de potasio y vainillina 99-101%
(J.T. Baker); solucién de peroxido de hidrogeno al 4% comercial; cloruro de sodio, hidroxido
de potasio, acetato de plomo neutro, acido nitrico (J. T. Baker). Como patrones se usaron
lupeol, estigmasterol, umbelifenona, digitoxina, aislados por el grupo de principios

bioactivos en plantas medicinales, quercetina (Sigma).

En la técnica LC-MS se us6 agua desionizada, acido férmico 0.1%, acetonitrilo (Merck) y

como calibrante formiato de sodio (Merck).

Para la toma de los espectros RMN se utilizé6 metanol deuterado (CD30OD).

b) Actividad Antiplasmodial y Citotoxicidad

Globulos rojos A* y plasma A*, el cual se inactivo antes de usar, donados por el IDCBIS
(Instituto Distrital de Ciencia, Biotecnologia e Innovacion en Salud), colorante Giemsa para
microscopia (Sigma-Aldrich), metanol reactivo analitico (J.T. Baker), aceite de inmersién

para microscopia (Merck), hipoxantina 99% (Sigma), medio de cultivo RPMI-1640 en polvo
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10,4g/L (Sigma-Aldrich), D-(+)-glucosa anhidra (Sigma-Aldrich), bicarbonato de sodio
(Sigma), cloruro de sodio, D-sorbitol 98% (Sigma), HEPES 99,5% (Sigma), gentamicina
solucion Inyectable IM/IV 160 mg/2 mL (Genfar), glicerina (Mallinckrodt Chemicals),
hipoclorito de sodio al 15%, DMSO, mezcla de gases (5.15% CO2, 5.02% 0, 89.88% N)
(Cryogas) y patron de difosfato de cloroquina (97%) (Sigma-Aldrich).

Fibroblastos NIH/3T3, Banco ATCC, Céd. Catalogo: CRL-1658, concentracion inicial 1x108
células, de pasaje 13, especie Mus musculus, cepa Swiss NIH, tejido embridn tisular, tipo
de cultivo adherente. Estas células fueron proporcionadas por el Instituto de Biotecnologia
de la Universidad Nacional, Laboratorio de Biomiméticos. Medio de cultivo DMEM (Sigma),
suero fetal bovino (SFB) (Gibco), tripsina al 0.25% con EDTA y rojo de fenol, solucion
criopreservante (DMEM, SFB 20% y DMSO 10%), Kit de prueba MTS (AbCam), DMSO,

etopdsido 50 mM, gentamicina y glutamina.

c) Analisis microscoépico del material vegetal

Agua destilada, solucién de hipoclorito de sodio comercial, aproximadamente a 5%,
fluroglucinol 5% en etanol, acido clorhidrico al 30%, hidroxido de sodio al 5%, reactivo

lugol.
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B. Anexo: Preparaciones Usadas en
el cultivo y mantenimiento de la
Cepa FCR-3 de Plasmodium
falciparum

7

X Preparacion de glébulos rojos A+

Los gldbulos rojos donados por el Instituto Distrital de Ciencia, Biotecnologia e Innovacién
en Salud (IDCBIS) se encuentran almacenados en una bolsa estéril de PVC. Antes de ser
usados se deben lavar: Se llevé el tubo tipo Falcon con la solucion de gldbulos rojos a
centrifuga a 2800 rpm por 5 minutos, se retiré el sobrenadante con cuidado (soluciéon mas
clara en la superficie). Se agregd medio incompleto, aproximadamente el mismo volumen
que se retird de sobrenadante, se tap6 y se homogenizé, se llevo a centrifuga a 2800 rpm
por 5 minutos y se retird el sobrenadante, este procedimiento se repitié 2 veces mas para

sumar 3 lavados con medio incompleto.

Para su almacenamiento, los glébulos rojos se deben conservar en refrigeracién con medio
incompleto (Dehro & Gautret, 2000).

Rl

X2 Preparacion de plasma A+

El plasma donado por el Instituto Distrital de Ciencia, Biotecnologia e Innovacién en Salud
(IDCBIS) requiere ser inactivado, lo cual se realiza en un bafio termostatado a 56°C por 30
minutos; luego se dispensod el contenido en tubos tipo Falcon de 50 mL y se centrifugd
3300rpm por 15 minutos. Se colectd el plasma (sobrenadante) en tubos tipo Falcon de 50
mL y se desechd el residuo, se mantuvo en congelacién hasta su uso (Dehro & Gautret,
2000).

Preparacion de reactivos para descongelacion y congelacion:

X Solucion 1 (NaCl 12%): Se pesaron 6 g de NaCl, se disolvieron en 50 mL de agua
desionizada en un vaso de precipitados y se esterilizé (Dehro & Gautret, 2000).

X Solucién 2 (NaCl 1.6%): Se pesaron 0.8 g de NaCl, se disolvieron en 50 mL de

agua desionizada en un vaso de precipitados y se esterilizé (Dehro & Gautret, 2000).
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X Solucion 3 (NaCl 0.9% con glucosa): Se pesaron 0.45 g de NaCl y 0.1 g de
glucosa, se disolvieron en 50 mL de agua desionizada en un vaso de precipitados y se
esterilizé (Dehro & Gautret, 2000).

<> Solucién crioprotectora: En un vaso de precipitados se adicionaron 28 mL de
glicerina, 3.02 g de sorbitol, 0.65 g de NaCl, 72 mL de agua desionizada y se esterilizd
(Dehro & Gautret, 2000).

Preparacion de Reactivos para Tincion

< Preparacion de buffer de fosfatos Giemsa: Se pesaron 1 g de KCI, 1 g de
KH2POs4, 40 g de NaCl, 14.3 g de Na;HPO,4 y 0.5 g de MgCl»(6H-20), se agregaron 500 mL
de agua desionizada, se almacend en un frasco con tapa para su uso (Dehro & Gautret,
2000).

< Solucién de tincion Giemsa: Se prepara con reactivo Giemsa al 1% en un buffer
de fosfatos (Dehro & Gautret, 2000).

Preparacion de soluciéon para sincronizar (sorbitol al 5%): En un vaso de
precipitados se agregaron 5 g de sorbitol, 100 mL de agua desionizada y se esterilizd
(Dehro & Gautret, 2000).

Preparacion de reactivos para el cultivo:

>

<> Preparacion del medio incompleto:

En un vaso de precipitados de 100 mL, se adicionaron 80 mL de agua desionizada y se
agregaron 100 mg de hipoxantina, en una plancha de calentamiento, con agitacién para
ayudar a disolver la hipoxantina, posteriormente ese dej6 enfriar hasta 37°C.

Por separado, en un Erlenmeyer de 1000 mL se adicionaron aprox. 850 mL de agua
desionizada, 5.92 g de hepes, 2 g de glucosa y el contenido de un frasco de medio RPMI,
se agité suavemente y se agrego la solucion de hipoxantina previamente preparada.

Se filtr6 a través de membrana de 0.22 um y se agregd gentamicina a una concentracion
de 60 mg/L (Dehro & Gautret, 2000).
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<> Preparacién de solucion de bicarbonato de sodio
En un vaso de precipitados de 100 mL se adicionaron 50 mL de agua desionizada y se
agregaron 2.1 gr de bicarbonato, se agité hasta solubilizar y se filtré por filtro de 0.22
pum (Dehro & Gautret, 2000).

Tabla 15. Preparacion de Medio de Cultivo Incompleto

Medio con NaHCO; (Total) (mL) NaHCO; (mL) Medio (mL)

10 0.50 9.5

15 0.75 14.25
20 1.00 19.0
25 1.25 23.75
30 1.50 28.5
35 1.75 33.25
40 2.00 38.0
45 2.25 42.75
50 2.50 47.5

Descongelacion:

Se tomo un vial con esta suspension y se llevé a bafio maria a 37°C por 1 minuto, adicional
se precalentaron las soluciones de descongelacion usadas; una vez descongelado, se
traslado el contenido a un tubo para centrifuga de 15 mL y se agregé 0.1 mL de la solucion
de NaCl al 12% gota a gota y agitando suavemente; se esperaron 10 minutos y se
agregaron 5 mL de la solucion de NaCl al 1.6%, gota a gota, agitando suavemente, se
centrifugd a 2500 rpm por 10 minutos, se elimind el sobrenadante, sin dejar seco el pellet
(Dehro & Gautret, 2000). Posteriormente, se anadieron, gota a gota y agitando
suavemente, 5 mL de la solucion de NaCl 0.9%, que contenia dextrosa al 0.2%, luego se
centrifugd a 2500 rpm por 10 minutos, se elimind el sobrenadante, sin dejar totalmente
seco el pellet (Dehro & Gautret, 2000).

Se agregaron 5 mL de medio incompleto al pellet y se centrifugd a 2600 rpm, por 10
minutos, se elimind el sobrenadante sin dejar totalmente seco el pellet (Dehro & Gautret,
2000).
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Cultivo:

En una caja de cultivo de cuello inclinado de 25 cm? se trasladé el pellet obtenido en la
descongelacion, se adicionaron 12 mL de medio de cultivo complementado con plasma A+
al 20%. Se adicionaron aproximadamente 200 pL de globulos rojos A+, y se modifico la
atmosfera de la caja, mediante el suministro de una mezcla de gases (4,9% CO>, 4.9% O,
90.2% N3), por 30 segundos usando una pipeta Pasteur de vidrio y un filtro de 0.2 yL. La
caja de cultivo se cerré completamente y se llevo a la incubadora Thermo Fisher a 37°C
por 48 horas (Dehro & Gautret, 2000).

Mantenimiento y Amplificacion:

Control del Cultivo: Para el mantenimiento del cultivo, con cuidado y con la menor agitacion
posible, se retird la caja de cultivo de la incubadora y se deposité con suavidad en la
superficie de la cabina de flujo laminar, se esperd unos minutos para que los glébulos rojos
que se re-suspendieron volvieran a sedimentar. Se retiré el medio de la caja de cultivo, por
aspiracion, a través de una pipeta Pasteur y se tomo una pequefia muestra de glébulos
rojos, que se uso para ver la parasitemia del cultivo y el estadio en que se encuentra el
mismo. Se adicioné nuevo medio de cultivo, suplementado con plasma A+ al 20%, hasta
que aumentd la parasitemia al 5%, luego se disminuyd la concentracién de plasma A+ al
10%, aproximadamente unos 5 u 8 dias luego de descongelar. La amplificacion del cultivo
se dio cuando éste alcanzo6 una parasitemia cercana al 5%, se adicionaron glébulos rojos
A+, sin parasitar y se cambi6 a una caja de cultivo de cuello inclinado de 75 cm?, el volumen

de medio para esta caja de cultivo fue de 20 mL (Dehro & Gautret, 2000).

Tincién

A partir de la pequefia muestra de globulos rojos tomada de la caja, como se indico en el
item anterior se hizo un extendido en una lamina portaobjetos, se dejo secar dentro de la
cabina de flujo laminar, una vez seca se retiré de la cabina y fij6 con metanol y se dejo
secar por 3 minutos, se agrego el colorante Giemsa, preparado, se dejé reaccionar por 5
minutos y se lavo la lamina portaobjetos con agua corriente, se dej6é secar. Una vez seca
se agregod una gota de aceite de inmersion y se observé al microscopio usando un objetivo
de 100X, se contaron 1000 gldbulos rojos totales (entre parasitados y no parasitados) y se
contabilizaron los que estaban parasitados, su estadio y con este calculo se logré saber la

parasitemia del cultivo (Dehro & Gautret, 2000).
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Sincronizacion:

Cuando la mayoria de los parasitos del cultivo se encontraba en forma de anillos se
comenzo la sincronizacion, se precalientan las soluciones (medio incompleto, bicarbonato,
plasma, solucién para sincronizar y glébulos rojos), se centrifugé el cultivo a 2500 rpm por
5 minutos, se retiré el sobrenadante y se agregé al sedimento 9 partes de sorbitol al 5% ,
se llevo a bafo maria a 37°C por 10 minutos, se centrifugé a 2500 rpm por 5 minutos, se
retiré el sobrenadante y se agregd medio incompleto, se centrifugé a 2500 rpm por 5
minutos y se retird el sobrenadante, este ultimo paso con el fin de retirar el sorbitol restante.
Se coloco el sobrenadante en la caja de cultivo y se agregé medio suplementado con
plasma al 20%, se adiciond la mezcla de gas para conseguir la atmésfera modificada y se

lleva el cultivo a la incubadora (Dehro & Gautret, 2000).
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C. Anexo: Resultados de LC-MS
Cromatogramas

En la imagen 74, podemos ver el cromatograma correspondiente a la fraccién 2. En total
se identificaron 35 compuestos, entre los que se encuentran terpenos y flavonoides.
Algunos de los principales son: dihidroactinidiolida, loliolida, 17-B- estradiol, lupeol, 4-
hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine, tirosina, fenilalanina, crisoeriol,
acido traumatico, laurildietanolamina, &acido jasmoénico, 5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-3,7-dimethoxychromen-4-one, megastigmatrienona, acido estearidonico,

tonalida y acido araquidénico.

Base peak intensity

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Retention time

AZ mzData
Imagen Anexo C-1. Cromatograma HPLC-MS Fraccion 2

En la imagen 75 se observa el cromatograma que corresponde a la fraccién 3, donde fue
posible identificar 51 compuestos como terpenos, esteroides, aminoacidos y flavonoides,
entre otros. Entre los principales se encuentran 4-hidroxi-1-(2-hidroxietil)-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina (Tr de 1.15 min), 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-
trihnydroxy-6-(hydroxymethyl) oxan-2-yllchromen-4-one, tirosina, fenilalanina, apigenina,
laurildietanolamina, dihidroactinidiolida, acido jasmonico, hiperésido, quercetina, loliolida,

floretina, kaempferol, megastigmatrienona y 17-3- estradiol.
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Imagen Anexo C-2. Cromatograma HPLC-MS Fraccién 3

La imagen 76 corresponde al cromatograma de la fraccion 4. En esta fraccion se
identificaron 35 compuestos, principalmente flavonoides y aminoacidos, ente ellos:
Isovitexina (Tr=5.1 min), isocotoin (Tr=9.75 min), adenosina, 5,7-dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl) oxan-2-yllchromen-4-one, 4-
hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine, tirosina, fenilalanina, hiperdsido,

quercetina y laurildietanolamina.

La imagen 77, corresponde al cromatograma de la fraccion 5, se identificaron 35
compuestos como la isovitexina (5.1 min.), adenosina, 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-
6-[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl) oxan-2-yllchromen-4-one, 4-hydroxy-1-(2-
hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine, hiperdsido, dihidroactinidiolida, quercetina,

laurildietanolamina y lupeol.
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Imagen Anexo C-3. Cromatograma HPLC-MS Fraccién 4
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Imagen Anexo C-4. Cromatograma HPLC-MS Fraccién 5

En la imagen 78 se observa el cromatograma de la fraccién 6, en esta fraccion se

identificaron 23 compuestos, entre los mas importantes: flavonoides como isovitexina (5.1
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min.), adenosina, 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)

oxan-2-yllchromen-4-one,

4-hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine,

hiperosido, quercetina y laurildietanolamina.
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Imagen Anexo C-5. Cromatograma HPLC-MS Fraccién 6

La imagen 79, corresponde al cromatograma de la fraccion 9. En esta fraccion se

identificaron 19 compuestos. Ya no se encontraron flavonoides, se identificaron algunos

aminoacidos como fenilalanina y tirosina a un Tr de 1.13 min. para ambos aminoacidos y
4-Hidroxi-1-(2-hidroxietil)-2,2,6,6-tetramethylpiperidina a un TR 1.15 min.
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Imagen Anexo C-6. Cromatograma HPLC-MS Fraccién 9
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En la imagen 80, se tiene el cromatograma de la fraccion 10. En esta fraccion, se logro
identificar 31 compuestos, los principales son: adenosina, fenilalanina, tirosina,
laurildietanolamina y acido estearidonico, al igual que en la anterior fraccion, en esta
tampoco se encontraron flavonoides y se identificaron los mismos aminoacidos
(fenilalanina y  tirosina) al igual que la 4-hidroxi-1-(2-hidroxietil)-2,2,6,6-

tetramethylpiperidina.

Las fracciones 9 y 10, no cuentan con flavonoides, esto puede ser debido a la polaridad

de los mismos, ya que estas ultimas fracciones obtenidas de la elucién con metanol como

solvente.
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Imagen Anexo C-7. Cromatograma HPLC-MS Fraccién 10

La imagen 81 es a una ampliacién de una parte del cromatograma de la fraccién 11, donde
se observa el pico correspondiente al compuesto 5-hidroxi-3,7-dimetoxi-2-(4-metoxifenil)-
4H-chromen-4-ona (Tr=10.46 y area de 23762), un flavonoide.
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Imagen Anexo C-8. Ampliacién Cromatograma HPLC-MS Fraccién 11 (Flavonoide
Identificado)

La imagen 82, corresponde al cromatograma de la fraccion 13. En la fraccién 13, se
identificaron 40 compuestos, entre ellos, aminoacidos (adenina, tirosina, fenilalanina),
flavonoides como Isovitexina (Tr de 5.1 min. y de area de 9455), se encontré hiperésido
(Tr 5.2 min. y area 309), quercetina (Tr 5.2 y area de 233); loliolida (Tr de 5.79 min. y area
de 3024), dihidroactinidiolida (Tr de 8.06 min. y area de 50104). También se encontr6 en
esta fraccion el flavonoide no identificado en bibliotecas, previamente observado en otras

fracciones cuya masa es de 593.28.

En la imagen 83, se observa una ampliacion de una seccién del cromatograma
correspondiente a la fraccion 13, donde se encuentra el terpeno mayoritario de esta

fraccion dihidroactinidiolida.
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Imagen Anexo C-9. Ampliacién de una Seccién del Cromatograma HPLC-MS,
Fraccion 13, donde se Identifica la dihidroactinidiolida

Por ultimo, la imagen 84, en la que se observa el cromatograma de la fraccion 14. Se

identificaron 40 compuestos,

como aminoacidos

(adenina,

tirosina, fenilalanina),

flavonoides como 5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-6-[3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximethtl) oxan-
2-illcromen-4-ona (Tr de 5.1 min. y area de 39718), hiperdsido (Tr 5.2 min. y area 3128),

quercetina (Tr 5.2 min. y area de 1772).
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Imagen Anexo C-10. Cronograma HPLC-MS Fracciéon 14
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D.

identificacion de compuestos

Anexo: Tablas de resultados
completos de LC-MS con

A continuacién, las tablas de todos los compuestos identificados en cada fracciéon, se

incluye el blanco.

= o Blanco
. [m/zmeas. |M meas. lons Name Boxplot ACN1_97_1 |Fraccién 1
[min] Formula
_2943
1.13| 166.08629| 165.07902|[M+H]+ Phenylalanine C9H11INO2 0 0| 70
1.13| 182.08116[ 181.07389|[M+H]+ Tyrosine C9H1INO3 0| 0 104
4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-
1.15| 202.18041| 201.17313|[M+H]+ 2,2,6,6-tetramethylpiperidine [C11H23NO2 2959 0 9015
NCGC00385365-
01_C11H1603_2(4H)-
Benzofuranone, 5,6,7,7a-
tetrahydro-6-hydroxy-4,4,7a-
5.47| 197.11751| 196.11059([M+H]+, [M+H-H20]+ trimethyl-, (6S,7aR)- C11H1603 255 0| 137,
5.79] 197.11747| 196.11033|[M+H]+, [M+H-H20]+, [M+K]+, [M+Na]+ [Loliolide C11H1603 925 0| 285
02_C15H2202_(2E)-5-(2,3-
Dimethyltricyclo[2.2.1.0~2,6™]h
ept-3-yl)-2-methyl-2-pentenoic
7.78| 235.16857| 234.16129|[M+H]+ acid C15H2202 0 0| 44
8.06| 181.12251| 180.11599([M+H]+, [M+H-H20]+, [M+Na]+, [M+K]+ |Dihydroactinidiolide C11H1602 2923 0 28662
8.1 274.27469| 273.26741|[M+H]+ Lauryldiethanolamine C16H35N02 1971 0| 4720
8.86| 211.13347|  210.1262[[M+H]+ Jasmonic acid C12H1803 0| 0 76
NCGC00385819-01!5-hydroxy-2-
(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-
8.94| 345.09791| 344.09063|[M+H]+ 3,7-dimethoxychromen-4-one |C18H1607 0| 0| 379
2,2
9.13| 302.30606| 301.29878|[M+H]+ (Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 212 0 424
N-[2-[furan-2-yImethyl(oxolan-
2-ylmethyl)amino]-2-oxoethyl]-(C23H30N20
9.2 415.2213|  414.21402([M+H]+ 2-methoxy-N-propylbenzamide |5 0 0| 4042/
9.5 227.16456| 226.15717|[M+H]+, [M+H-H20]+ Methyl dihydrojasmonate C13H2203 0 144 599
9.7| 191.14381| 190.13644|[M+H]+, [M+H-H20]+ Megastigmatrienone C13H180 0 0| 517
9.9| 277.21654| 276.20926|[M+H]+ Stearidonic Acid C18H2802 138 0 49
10.35| 267.17245| 266.16518|[M+H]+ Tri-isobutylphosphate C12H2704P 0 0| 53]
10.69| 220.11304| 219.10576|[M+H]+ N-Phenyl-1-naphthylamine C16H13N 0| 0 503
11.23| 273.18622| 272.17894|[M+H]+ 17-beta-Estradiol C18H2402 66 0 1126
11.53| 273.18423| 272.17695|[M+H]+ Galaxolidone C18H2402 0] 0 240
12.37| 279.23247|  278.2252|[M+H]+ Pinolenic Acid C18H3002 62 0 58
12.66) 259.2067( 258.19942|[M+H]+ Tonalide C18H260 0 0| 290
13.74| 305.25023| 304.24295|[M+H]+ Arachidonic acid (not validated) |C20H3202 0| 0| 140!
NCGC00180707-
03_C20H3202_1(4H)-
Naphthalenone, 4a,5,6,7,8,8a-
hexahydro-4-[(3R)-3-hydroxy-3-
methyl-4-penten-1-yl]-3,4a,8,8-
13.88| 305.24709| 304.23981|[M+H]+ tetramethyl-, (4S,4aR,8aS)- C20H3202 0] 0 90

Imagen 1-A. Compuestos Identificados Fraccién 1
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Blanco
RT_ m/zmeas. |M meas. lons Name Molecular ACN1_97_1 (Fraccién 2
[min] Formula
_2943
1.13| 166.08629| 165.07902|[M+H]+ Phenylalanine CO9H11INO2 0 318
1.13| 182.08116 181.07389|[M+H]+ Tyrosine CO9H11INO3 0 357
1.15| 202.18041| 201.17313|[M+H]+ 4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine |C11H23NO2 0 13661
5.43| 183.06449| 182.05721|[M+H]+ DL-4-Hydroxyphenyllactic acid C9H1004 0 53
NCGC00385365-01_C11H1603_2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a
5.47| 197.11751] 196.11059|[M+H]+, [M+H-H20]+ [tetrahydro-6-hydroxy-4,4,7a-trimethyl-, (6S,7aR)- C11H1603 0 1363
[M+H]+, [M+H-
H20]+, [M+K]+,
5.79] 197.11747| 196.11033|[M+Na]+ Loliolide C11H1603 0 35798
7.06] 271.06039| 270.05311|[M+H]+ Apigenin C15H1005 0 990
7.18 301.0702| 300.06293|[M+H]+ Chrysoeriol C16H1206 0 62
7.4| 229.14423| 228.13681|[M+H]+, [M+H-H20]+ [Traumatic Acid C12H2004 0 70
NCGC00169782-02_C15H2202_(2E)-5-(2,3-
Dimethyltricyclo[2.2.1.0~2,6™]hept-3-yl)-2-methyl-2-
7.78| 235.16857| 234.16129|[M+H]+ pentenoic acid C15H2202 0 68
7.92] 192.13829| 191.13102|[M+H]+ DEET C12H17NO 0 600
[M+H]+, [M+H-
H20]+, [M+Na]+,
8.06| 181.12251| 180.11599|[M+K]+ Dihydroactinidiolide C11H1602 0 40933
8.1| 274.27469| 273.26741|[M+H]+ Lauryldiethanolamine C16H35N02 0 7132
8.32| 343.29605| 342.28877|[M+H]+ CocamidopropylBetaine C19H38N203 0 79
8.86| 211.13347 210.1262|[M+H]+ Jasmonic acid C12H1803 0 1357
NCGC00385819-01!5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-
8.94| 345.09791| 344.09063|[M+H]+ methoxyphenyl)-3,7-dimethoxychromen-4-one C18H1607 0 203
NCGC00347357-02_C30H4805_0Olean-12-en-28-oic acid,
8.99] 471.34562| 488.34875|[M+H-H20]+, [M+H]+ [2,3,19-trihydroxy-, (2alpha,3beta,5xi,9xi,19alpha)- C30H4805 0 52
9.13| 302.30606| 301.29878|[M+H]+ 2,2'-(Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 0 700
N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)propyl]-2-(4-oxo-
9.19| 432.23836| 431.23108|[M+H]+ 6,7,8,9-tetrahydropyrimido[4,5-b]quinolin-3-yl)acetamide  |C25H29N502 0 485
1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-
9.2| 415.21162 414.2046([M+H]+, [M+Na]+ ethylpiperidine-4-carboxamide C25H26N402 0 5328
9.5| 227.16456| 226.15717|[M+H]+, [M+H-H20]+ [Methyl dihydrojasmonate C13H2203 144 1311
9.7| 191.14381| 190.13644|[M+H]+, [M+H-H20]+ [Megastigmatrienone C13H180 0 16813
9.9 277.21654| 276.20926|[M+H]+ Stearidonic Acid C18H2802 0 11807
[M+H]+, [M+Na]+,
10.33| 293.21121 292.20377|[M+H-H20]+ 9-OxoO0TrE C18H2803 0 2194
10.35[ 267.17245| 266.16518|[M+H]+ Tri-isobutylphosphate C12H2704P 0 2909
NCGC00179701-03_C30H4604_Lup-20(29)-en-28-oic acid, 6-
10.71| 471.34646| 470.33957|[M+H]+, [M+H-H20]+ |hydroxy-3-oxo-, (5xi,9xi,18xi)- C30H4604 0 665
10.78| 473.3615| 472.35422([M+H]+ Maslinic Acid C30H4804 0 1386
10.97| 295.19186| 294.18459([M+H]+ 6-Gingerol C17H2604 0 832
11.23| 273.18622| 272.17894|[M+H]+ 17-beta-Estradiol C18H2402 0 1093
11.43[ 307.26326 306.25599([M+H]+ Eicosatrienoic acid C20H3402 0 77
1,7-Bis(4-hydroxyphenyl)-5-oxo-3-heptanyl 6-O-[(2E)-3-(4-
11.64| 623.25178 622.2445|[M+H]+ hydroxyphenyl)-2-propenoyl]-?-D-glucopyranoside C34H38011 0 378
11.81| 331.28489| 330.27761|[M+H]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0 125
12.37| 279.23247 278.2252|[M+H]+ Pinolenic Acid C18H3002 0 1452
12.66| 259.2067| 258.19942|[M+H]+ Tonalide C18H260 0 4343
13.74| 305.25023| 304.24295|[M+H]+ Arachidonicacid (not validated) C20H3202 0 4214
13.74| 427.39216| 426.38488([M+H]+ Lupeol C30H500 0 62
NCGC00180707-03_C20H3202_1(4H)-Naphthalenone,
43,5,6,7,8,8a-hexahydro-4-[(3R)-3-hydroxy-3-methyl-4-
13.88| 305.24709| 304.23981|[M+H]+ penten-1-yl]-3,4a,8,8-tetramethyl-, (4S,4aR,8aS)- C20H3202 0 3202
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lecul Blanco
?:lin] m/z meas. |M meas. lons Name FMO‘;:::’:" ACN1_97 [Fraccién 3
_1 2943
NCGC00385684-01_C12H1608_4H-Pyran-4-one, 3-(beta-D-
1| 289.09201| 288.08487|[M+H]+, [M+H-H20]+ |glucopyranosyloxy)-2-methyl- C12H1608 0 87
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-
1.1| 433.11318| 432.10591|[M+H]+ trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yllchromen-4-one C21H20010 0 1764
1.13 166.08629 165.07902|[M+H]+ Phenylalanine C9H11INO2 [0 102
1.15[ 202.18041| 201.17313|[M+H]+ 4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine C11H23NO2 0 7312
3.52| 163.06012| 162.05284([M+H]+ 3-Hydroxymethylglutaric acid C6H1005 [¢] 95
NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(2Z)-5-Hydroxy-2-penten-
4.51| 227.12794| 226.12025|[M+H]+, [M+H-H20]+ |1-yl]-3-oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 144 42
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-
4.66| 433.11287| 432.10559|[M+H]+ trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 o] 1146
4.75| 449.10804( 448.10077|[M+H]+ Homoorientin C21H20011 o] 68
NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(2Z)-5-Hydroxy-2-penten-
5, 227.128| 226.12072|[M+H]+ 1-yl]-3-oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 o] 66
5.05| 212.11851| 211.11124|[M+H]+ 1,3-Diphenylguanidine C13H13N3 o] 143
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-
5.1| 433.11327| 432.10599|[M+H]+ trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yllchromen-4-one C21H20010 o] 11390
5.2| 465.10313| 464.09585|[M+H]+ HYPEROSIDE C21H20012 0 1169
5.2 303.05017| 302.04289|[M+H]+ Quercetin C15H1007 [¢] 582
5.21| 449.10701| 448.09974|[M+H]+ Lutl-4p-Glc C21H20011 [¢] 872
5.43| 183.06449| 182.05721|[M+H]+ DL-4-Hydroxyphenyllactic acid C9H1004 o] 61
NCGC00169187-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-
[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
5.45| 449.10818| 448.1009|[M+H]+ ylloxychromen-4-one C21H20011 0 2145
NCGC00385365-01_C11H1603_2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-
5.47| 197.11751] 196.11059|[M+H]+, [M+H-H20]+ |tetrahydro-6-hydroxy-4,4,7a-trimethyl-, (6S,7aR)- C11H1603 0| 605
NCGC00180619-02!5,7-dihydroxy-2-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
5.58| 433.11264| 432.10537([M+H]+ trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxyphenyl]chromen-4-one [C21H20010 o] 496
NCGC00385377-01_C19H3207_4-(2,6,6-Trimethyl-4-oxo-2-
5.58| 373.22331| 372.21603|[M+H]+ cyclohexen-1-yl)-2-butanyl beta-D-glucopyranoside C19H3207 o] 597
NCGC00384802-01!15,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-
5.64| 419.09827| 418.09099([M+H]+ [(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-trihydroxyoxan-2-ylJoxychromen-4-one C20H18010 [¢] 962
[M+H]+, [M+H-
H20]+, [M+K]+,
5.79| 197.11747| 196.11033|[M+Na]+ Loliolide C11H1603 o] 2543
5.8| 240.14937 239.1421|[M+H]+ 1,3-DI(2-TOLYL)GUANIDINE C15H17N3 o] 90
5.8 275.09186| 274.08458|[M+H]+ Phloretin C15H1405 o] 1084
NCGC00385328-01_C30H4806_(1alpha,2alpha,3beta,5xi,9xi,18xi)-
6.32| 505.35234| 504.34511|[M+H]+, [M+H-H20]+ [1,2,3,19-Tetrahydroxyurs-12-en-28-oic acid C30H4806 0 117
6.52| 287.05514| 286.04786|[M+H]+ Kaempferol C15H1006 0 338
NCGC00169714-02_C30H4805_(2alpha,3alpha,5xi,9xi,18xi)-2,3,19-
6.79| 489.35773| 488.35045|[M+H]+ Trihydroxyurs-12-en-28-oic acid C30H4805 0 158
7.02] 131.04903 148.05238|[M+H-H20]+, [M+H]+ [trans-Cinnamate C9H802 0 2424
7.06| 271.06039| 270.05311|[M+H]+ Apigenin C15H1005 [¢] 277
7.11| 521.34786| 520.34059|[M+H]+, [M+H-H20]+ [Bellericagenin B C30H4807 [¢] 72
NCGC00347357-02_C30H4805_Olean-12-en-28-oic acid, 2,3,19-
7.37| 489.35832 488.3504([M+H]+, [M+H-H20]+ |trihydroxy-, (2alpha,3beta,5xi,9xi,19alpha)- C30H4805 o] 1146
NCGC00347586-02_C30H4606_3,19-Dihydroxyurs-12-ene-23,28-dioic
7.83| 503.33736| 502.33009([M+H]+ acid C30H4606 o] 168
7.92| 192.13829| 191.13102|[M+H]+ DEET C12H17NO o] 114
[M+H]+, [M+H-
H20]+, [M+Na]+,
8.06| 181.12251| 180.11599|[M+K]+ Dihydroactinidiolide C11H1602 o] 2923
8.1| 274.27469| 273.26741|[M+H]+ Lauryldiethanolamine C16H35N02 0 7062
NCGC00385328-01_C30H4806_(1alpha,2alpha,3beta,5xi,9xi, 18xi)-
8.16) 505.3518| 504.34479|[M+H]+, [M+H-H20]+ |1,2,3,19-Tetrahydroxyurs-12-en-28-oic acid C30H4806 0 769
8.32| 343.29605| 342.28877|[M+H]+ CocamidopropylBetaine C19H38N203 o] 109
8.86| 211.13347 210.1262|[M+H]+ Jasmonic acid C12H1803 [¢] 109
NCGC00385819-01!5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-
8.94| 345.09791| 344.09063|[M+H]+ dimethoxychromen-4-one C18H1607 0] 1105
NCGC00347357-02_C30H4805_Olean-12-en-28-oic acid, 2,3,19-
8.99| 471.34562| 488.34875|[M+H-H20]+, [M+H]+ |trihydroxy-, (2alpha,3beta,5xi,9xi, 19alpha)- C30H4805 0| 127
9.13| 302.30606| 301.29878|[M+H]+ 2,2'-(Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 o] 324
N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)propyl]-2-(4-oxo0-6,7,8,9-
9.19| 432.23836| 431.23108|[M+H]+ tetrahydropyrimido[4,5-b]quinolin-3-yl)acetamide C25H29N502 o] 313
1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-ethylpiperidine-
9.2 415.21162|  414.2046|[M+H]+, [M+Na]+ 4-carboxamide C25H26N402 0| 1927
9.5| 227.16456| 226.15717|[M+H]+, [M+H-H20]+ [Methyl dihydrojasmonate C13H2203 0 82
9.7 191.14381 190.13644|[M+H]+, [M+H-H20]+ [Megastigmatrienone C13H180 o] 377
10.46| 329.10336| 328.09609|[M+H]+ 5-hydroxy-3,7-dimethoxy-2-(4-methoxyphenyl)-4H-chromen-4-one |C18H1606 [¢] 57
10.6| 331.28473 330.2774|[M+H]+, [M+H-H20]+ [NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 [¢] 389
NCGC00179701-03_C30H4604_Lup-20(29)-en-28-oic acid, 6-hydroxy-
10.71| 471.34646| 470.33957|[M+H]+, [M+H-H20]+ |3-oxo0-, (5xi,9xi,18xi)- C30H4604 o] 62
10.78 473.3615| 472.35422|[M+H]+ Maslinic Acid C30H4804 o] 719
10.97| 295.19186| 294.18459|[M+H]+ 6-Gingerol C17H2604 o] 51
11.23| 273.18622| 272.17894|[M+H]+ 17-beta-Estradiol C18H2402 o] 191
11.43| 307.26326| 306.25599|[M+H]+ Eicosatrienoic acid C20H3402 o] 764
11.81| 331.28489| 330.27761|[M+H]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0 1025
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[M+H]+,
[M+H- NCGC00385684-01_C12H1608_4H-Pyran-4-one, 3-(beta-D-glucopyranosyloxy)-
1 289.09201| 288.08487|H20]+ 2-methyl- C12H1608 [o] 2770
1.09| 268.10429| 267.09701([M+H]+ |Adenosine C10H13N504 [9) 338
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
1.1| 433.11318[ 432.10591|[M+H]+ |(hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 o) 10215
1.13[ 166.08629| 165.07902[[M+H]+ |Phenylalanine C9H11NO2 [9) 65
1.13| 182.08116| 181.07389|[M+H]+ |Tyrosine C9H11NO3 [9) 53
1.15| 202.18041| 201.17313|[M+H]+ [4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine C11H23NO2 o) 7284
[M+H]+,
[M+H- NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(2Z)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
4.51| 227.12794| 226.12025|H20]+ oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 [o] 51
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
4.66| 433.11287| 432.10559|[M+H]+ |(hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 o) 3986
4.75| 449.10804| 448.10077|[M+H]+ Homoorientin C21H20011 o] 72
NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(22)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
5 227.128| 226.12072[[M+H]+ |oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 o) 266
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
5.1| 433.11327| 432.10599([M+H]+ |(hydroxymethyl)oxan-2-yl]chromen-4-one C21H20010 o) 23954
5.2| 465.10313 464.09585|[M+H]+ HYPEROSIDE C21H20012 o) 1214
5.2 303.05017| 302.04289|[M+H]+ [Quercetin C15H1007 o] 685
5.21 449.10701| 448.09974|[M+H]+ Lutl-4p-Glc C21H20011 o) 62
NCGC00169187-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-[(2S,3R,4S,5R,6R)-
5.45| 449.10818 448.1009([M+H]+ |3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxychromen-4-one C21H20011 o) 361
[M+H]+,
[M+H- NCGC00385365-01_C11H1603_2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-6-
5.47| 197.11751| 196.11059|H20]+ hydroxy-4,4,7a-trimethyl-, (6S,7aR)- C11H1603 0 182
NCGC00180619-02!5,7-dihydroxy-2-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
5.58| 433.11264| 432.10537|[M+H]+ |(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxyphenyllchromen-4-one C21H20010 o) 130
NCGC00384802-01!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-
5.64| 419.09827| 418.09099|[M+H]+ |trihydroxyoxan-2-ylJoxychromen-4-one C20H18010 o) 60
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+K]+,
5.79 197.11747. 196.11033|[M+Na]+ |Loliolide C11H1603 o) 681
5.8| 275.09186| 274.08458([M+H]+ Phloretin C15H1405 o) 150
[M+H]+,
[MH+H- NCGC00385328-01_C30H4806_(1alpha,2alpha,3beta,5xi,9xi, 18xi)-1,2,3,19-
6.32| 505.35234| 504.34511|H20]+ Tetrahydroxyurs-12-en-28-oic acid C30H4806 o) 42
[M+H-
H20]+,
7.02 131.04903 148.05238|[M+H]+ |trans-Cinnamate C9H802 o) 224
[M+H]+,
[M+H- NCGC00347357-02_C30H4805_Olean-12-en-28-oic acid, 2,3,19-trihydroxy-,
7.37| 489.35832 488.3504|H20]+ (2alpha,3beta,5xi,9xi,19alpha)- C30H4805 o) 95
7.83 503.33736| 502.33009|[M+H]+ NCGC00347586-02_C30H4606_3,19-Dihydroxyurs-12-ene-23,28-dioic acid C30H4606 o) 49
7.92 192.13829 191.13102|[M+H]+ DEET C12H17NO o) 56
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+Na]+,
8.06 181.12251, 180.11599|[M+K]+ Dihydroactinidiolide C11H1602 o) 712
8.1 274.27469| 273.26741|[M+H]+ Lauryldiethanolamine C16H35N02 o) 12677
[M+H]+,
[MH+H- NCGC00385328-01_C30H4806_(1alpha,2alpha,3beta,5xi,9xi, 18xi)-1,2,3,19-
8.16 505.3518| 504.34479|H20]+ Tetrahydroxyurs-12-en-28-oic acid C30H4806 o) 121
8.32 343.29605 342.28877|[M+H]+ |CocamidopropylBetaine C19H38N203 o) 66
8.79 228.24421 227.23693|[M+H]+ Dodecylguanidine C13H29N3 o) 107
NCGC00385819-01!5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-
8.94| 345.09791| 344.09063[[M+H]+ |dimethoxychromen-4-one C18H1607 o) 218
9.13 302.30606| 301.29878|[M+H]+ 2,2'-(Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 o) 1352
N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)propyl]-2-(4-oxo0-6,7,8,9-
9.19| 432.23836| 431.23108[[M+H]+ [tetrahydropyrimido[4,5-b]quinolin-3-yl)acetamide C25H29N502 o) 993
[M+H]+, |1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-ethylpiperidine-4-
9.2| 415.21162 414.2046|[M+Na]+ |carboxamide C25H26N402 o) 4131
[M+H]+,
[M+H-
9.5 227.16456 226.15717|H20]+ Methyl dihydrojasmonate C13H2203 144 60
[M+H]+,
[M+H-
9.7 191.14381, 190.13644|H20]+ Megastigmatrienone C13H180 o) 297
9.9 277.21654| 276.20926|[M+H]+ |Stearidonic Acid C18H2802 o) 145
10.35 267.17245 266.16518|[M+H]+ |Tri-isobutylphosphate C12H2704P o) 60
[M+H]+,
[M+H-
10.6| 331.28473 330.2774|H20]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 o) 5197
10.78 473.3615| 472.35422|[M+H]+ Maslinic Acid C30H4804 o) 138
11.23 273.18622 272.17894|[M+H]+ 17-beta-Estradiol C18H2402 o) a7
11.81 331.28489| 330.27761|[M+H]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 o] 450
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Blanco
RT mhaEEs |Rosmes lons Name Molecular ACN1_9|Fraccién
[min] . . Formula 7_1_294(5
3
[M+H]+,
[M+H- NCGC00385684-01_C12H1608_4H-Pyran-4-one, 3-(beta-D-glucopyranosyloxy)-
1| 289.09201[ 288.08487|H20]+ 2-methyl- C12H1608 0 913
1.09( 268.10429| 267.09701[[M+H]+ Adenosine C10H13N504 0 673
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
1.1| 433.11318| 432.10591|[M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-yllchromen-4-one C21H20010 0| 12733
1.13] 166.08629| 165.07902|[M+H]+ Phenylalanine C9H11INO2 0| 80
1.15| 202.18041) 201.17313|[M+H]+ 4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine C11H23NO2 0| 8234
[M+H]+,
[M+H- NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(2Z)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
4.51| 227.12794| 226.12025[H20]+ oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 o) 435
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
4.66| 433.11287| 432.10559|[M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-yllchromen-4-one C21H20010 o) 8213
4.75| 449.10804( 448.10077|[M+H]+ Homoorientin C21H20011 0 455
NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(22)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
5 227.128| 226.12072|[M+H]+ oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 [0) 224
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
5.1| 433.11327| 432.10599([M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 0 34961
5.2| 465.10313| 464.09585([M+H]+ HYPEROSIDE C21H20012 0 918
5.2| 303.05017| 302.04289([M+H]+ Quercetin C15H1007 0 546
[M+H]+,
5.41| 249.09718| 248.08992|[M+Nal+ |N-(5-methyl-1,2-oxazol-3-yl)-2-(4-methylpyrimidin-2-yl)oxyacetamide C11H12N403 0| 1582]
NCGC00169187-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-[(2S,3R,4S,5R,6R)-
5.45| 449.10818 448.1009|[M+H]+ 3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxychromen-4-one C21H20011 0 259
[M+H]+,
[M+H- NCGC00385365-01_C11H1603_2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-6-
5.47| 197.11751| 196.11059|H20]+ hydroxy-4,4,7a-trimethyl-, (6S,7aR)- C11H1603 0 228
NCGC00180619-02!5,7-dihydroxy-2-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
5.58| 433.11264[ 432.10537|[M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxyphenyl]chromen-4-one C21H20010 0 137
NCGC00385377-01_C19H3207_4-(2,6,6-Trimethyl-4-oxo-2-cyclohexen-1-yl)-2-
5.58| 373.22331| 372.21603|[M+H]+ butanyl beta-D-glucopyranoside C19H3207 0 106/
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+K]+,
5.79| 197.11747| 196.11033|[M+Nal+ [Loliolide C11H1603 0 820
5.8| 275.09186| 274.08458|[M+H]+ Phloretin C15H1405 0| 75
[M+H-
H20]+,
7.02] 131.04903[ 148.05238|[M+H]+ trans-Cinnamate C9H802 0 150!
7.06] 271.06039( 270.05311|[M+H]+ Apigenin C15H1005 0 80
[M+H]+,
[M+H-
7.4 229.14423| 228.13681|H20]+ Traumatic Acid C12H2004 0 78
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+Na]+,
8.06] 181.12251| 180.11599|[M+K]+ Dihydroactinidiolide C11H1602 0 880
8.1| 274.27469| 273.26741|[M+H]+ Lauryldiethanolamine C16H35N02 0 6415
8.32] 343.29605| 342.28877|[M+H]+ CocamidopropylBetaine C19H38N203 0 138
8.86] 211.13347 210.1262|[M+H]+ Jasmonic acid C12H1803 0 96
NCGC00385819-01!5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-
8.94| 345.09791| 344.09063|[M+H]+ dimethoxychromen-4-one C18H1607 o) 469
9.13] 302.30606( 301.29878|[M+H]+ 2,2'-(Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 0 565
N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)propyl]-2-(4-oxo0-6,7,8,9-
9.19| 432.23836| 431.23108|[M+H]+ tetrahydropyrimido[4,5-b]lquinolin-3-yl)acetamide C25H29N502 [0) 882
[M+H]+, 1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-ethylpiperidine-4-
9.2| 415.21162 414.2046|[M+Nal+ [carboxamide C25H26N402 0 4416
[M+H]+,
[M+H-
9.7 191.14381| 190.13644|H20]+ Megastigmatrienone C13H180 0 241
9.79| 331.28312| 330.27585|[M+H]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0| 694
9.9| 277.21654| 276.20926|[M+H]+ Stearidonic Acid C18H2802 0 529
[M+H]+,
[M+Na]+,
[M+H-
10.33| 293.21121| 292.20377|H20]+ 9-OxoO0TrE C18H2803 0 141
[M+H]+,
[M+H-

10.6[ 331.28473 330.2774|H20]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0 1631
10.78 473.3615| 472.35422|[M+H]+ Maslinic Acid C30H4804 0 135
11.23| 273.18622| 272.17894|[M+H]+ 17-beta-Estradiol C18H2402 0 80
11.81| 331.28489| 330.27761|[M+H]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0 1515
12.37| 279.23247 278.2252|[M+H]+ Pinolenic Acid C18H3002 0 48
13.74| 427.39216( 426.38488|[M+H]+ Lupeol C30H500 o) 551
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Anexo A. 135

Blanco
RT Molecular ACN1_9|Fraccion
[min] m/zmeas. |M meas. lons Name Formula 7.1.204l6
3
[M+H]+,
[M+H- NCGC00385684-01_C12H1608_4H-Pyran-4-one, 3-(beta-D-glucopyranosyloxy)-

1] 289.09201| 288.08487|H20]+  [2-methyl- C12H1608 0 147
1.09] 268.10429 267.09701|[M+H]+ [Adenosine C10H13N504 0 313
1.13| 182.08116| 181.07389|[M+H]+ |[Tyrosine C9H1INO3 0 180!
1.15[ 202.18041| 201.17313|[M+H]+ |4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine C11H23NO2 0 2006
2.85 163.06002( 162.05274|[M+H]+ [3-Hydroxymethylglutaric acid C6H1005 0| 720

[M+H]+,
[M+H-  |NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(22)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
4.51| 227.12794| 226.12025|H20]+ oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 0| 835
4.75| 449.10804| 448.10077|[M+H]+ |Homoorientin C21H20011 0| 466
[M+H]+,
[M+H- NCGC00384897-01_C16H20010_3-(Benzoyloxy)-2-hydroxypropyl beta-D-
4.94| 373.11392| 372.10758|H20]+ |glucopyranosiduronic acid C16H20010 0| 304
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
5.1 433.11327| 432.10599([M+H]+ |(hydroxymethyl)oxan-2-yl]chromen-4-one C21H20010 0| 21200
5.2| 465.10313| 464.09585|[M+H]+ |HYPEROSIDE C21H20012 0 493
5.2 303.05017 302.04289([M+H]+ [Quercetin C15H1007 0| 441
5.21| 449.10701| 448.09974|[M+H]+ |Lutl-4p-Glc C21H20011 0 57
[M+H]+,
5.41| 249.09718| 248.08992|[M+Nal]+ |N-(5-methyl-1,2-oxazol-3-yl)-2-(4-methylpyrimidin-2-yl)oxyacetamide C11H12N403 0| 1239
NCGC00169187-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-[(2S,3R,4S,5R,6R)-
5.45| 449.10818 448.1009([M+H]+  [3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxychromen-4-one C21H20011 0 116
[M+H]+,
[M+H- NCGC00385365-01_C11H1603_2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-6-
5.47| 197.11751 196.11059|H20]+ hydroxy-4,4,7a-trimethyl-, (6S,7aR)- C11H1603 0| 70
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+K]+,
5.79| 197.11747| 196.11033|[M+Na]+ |Loliolide C11H1603 0| 417
[M+H]+,
[M+H-
7.4] 229.14423| 228.13681|H20]+  [Traumatic Acid C12H2004 0 385
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+Na]+,

8.06] 181.12251| 180.11599([M+K]+ |Dihydroactinidiolide C11H1602 0| 170!
8.1| 274.27469| 273.26741|[M+H]+ |Lauryldiethanolamine C16H35N02 0| 865
8.7| 483.26965| 482.26237([M+H]+ |PG(16:1(92)/0:0) C22H4309P 0| 597

9.13| 302.30606 301.29878|[M+H]+ |[2,2'-(Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 0| 82

N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl) propyl]-2-(4-oxo0-6,7,8,9-
9.19| 432.23836 431.23108|[M+H]+ [tetrahydropyrimido[4,5-b]quinolin-3-yl)acetamide C25H29N502 0 157
[M+H]+, |1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-ethylpiperidine-4-
9.2| 415.21162 414.2046([M+Na]+ [carboxamide C25H26N402 0| 411
11.81| 331.28489| 330.27761|[M+H]+ |NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0 589
13.05[ 551.42175| 550.41447|[M+H]+ |Echinenone C40H540 0| 1899
13.4| 714.55111| 713.54384|[M+H]+ |Glucocerebrosides C40H75N09 0| 750
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Blanco
RT hrEs |[Maees Jons Name Molecular ACN1_9|Fraccién
[min] Formula 7_1_294|7
3
[M+H]+,
[M+H- NCGC00385684-01_C12H1608_4H-Pyran-4-one, 3-(beta-D-glucopyranosyloxy)-
1 289.09201| 288.08487|H20]+ 2-methyl- C12H1608 [¢] 188
1.09 268.10429| 267.09701|[M+H]+ |Adenosine C10H13N504 [¢] 502
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
1.1 433.11318| 432.10591|[M+H]+ |(hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 [¢] 1910
2-(dimethylamino)-3-phenyl-N-propan-2-ylthieno[2,3-d]imidazole-5-
1.11 329.14267 328.13539|[M+H]+ carboxamide C17H20N40S [0) 715
1.13 166.08629 165.07902|[M+H]+ Phenylalanine C9H11INO2 o] 24519
1.13 182.08116 181.07389|[M+H]+ |Tyrosine C9H11NO3 [o] 15830
1.15| 202.18041| 201.17313|[M+H]+ |4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine C11H23NO2 o] 2984
1.39 166.08634 165.07906|[M+H]+ Phenylalanine C9H11NO2 o) 2714
1.54] 182.08075 181.07347|[M+H]+ |Tyrosine C9H11INO3 [¢] 1209
2.85 163.06002| 162.05274|[M+H]+ |3-Hydroxymethylglutaric acid C6H1005 o] 451
3.01 166.08624. 165.07897|[M+H]+ Phenylalanine C9H11INO2 o] 1548
3.52 163.06012 162.05284|[M+H]+ 3-Hydroxymethylglutaric acid C6H1005 [o) 2174
3.81 163.03847. 162.0312|[M+H]+ 4-Hydroxycoumarin C9H603 o) 39
NCGC00385832-01!5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-6,8-bis[3,4,5-
4.43| 595.16561| 594.15833|[M+H]+ |trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C27H30015 o 74
[M+H]+,
[M+H- NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(2Z)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
4.51 227.12794 226.12025|H20]+ oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 [o) 186
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
4.66 433.11287 432.10559|[M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 [0) 8622
4.69 231.11319 230.10592|[M+H]+ HARMANE-1,2,3,4-TETRAHYDRO-3-CARBOXYLIC ACID C13H14N202 o] 385
4.75| 449.10804| 448.10077|[M+H]+ Homoorientin C21H20011 o] 1283
[M+H]+,
[M+H- NCGC00384897-01_C16H20010_3-(Benzoyloxy)-2-hydroxypropyl beta-D-
4.94| 373.11392| 372.10758[H20]+ glucopyranosiduronic acid C16H20010 o] 660
NCGC00385510-01![(2S,3R,4S,5R,6R)-2-[2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-
dihydroxy-4-oxochromen-3-yl]oxy-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-3-
5.02| 617.11475| 616.10748[[M+H]+ |ylI] 3,4,5-trihydroxybenzoate C28H24016 0 71
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
5.1 433.11327 432.10599|[M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 o) 29662
5.2| 465.10313 464.09585|[M+H]+ HYPEROSIDE C21H20012 o] 1849
5.2 303.05017| 302.04289|[M+H]+ Quercetin C15H1007 [¢] 1054,
5.21 449.10701 448.09974|[M+H]+ Lutl-4p-Glc C21H20011 O 255
[M+H]+,
5.41 249.09718 248.08992|[M+Na]+ |N-(5-methyl-1,2-oxazol-3-yl)-2-(4-methylpyrimidin-2-yl)oxyacetamide C11H12N403 o) 3276
NCGC00169187-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-[(2S,3R,4S,5R,6R)-
5.45| 449.10818 448.1009([M+H]+ |3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxychromen-4-one C21H20011 [¢] 326
[M+H]+,
[M+H- NCGCO00385365-01_C11H1603_2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-6-
5.47 197.11751, 196.11059|H20]+ hydroxy-4,4,7a-trimethyl-, (6S,7aR)- C11H1603 o] 310
NCGC00180619-02!5,7-dihydroxy-2-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
5.58| 433.11264| 432.10537|[M+H]+ [(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxyphenyl]lchromen-4-one C21H20010 0 168
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+K]+,
5.79 197.11747. 196.11033|[M+Na]+ |Loliolide C11H1603 [¢] 925
6.52 287.05514 286.04786|[M+H]+ Kaempferol C15H1006 O 87
[M+H]+,
[M+H-
7.4| 229.14423 228.13681|H20]+ Traumatic Acid C12H2004 o] 3244
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+Nal+,
8.06 181.12251 180.11599|[M+K]+ Dihydroactinidiolide C11H1602 o] 784/
8.1 274.27469| 273.26741|[M+H]+ Lauryldiethanolamine C16H35N0O2 [¢] 8380
8.32 343.29605 342.28877|[M+H]+ CocamidopropylBetaine C19H38N203 o) 334/
NCGC00385819-01!5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-
8.94 345.09791 344.09063|[M+H]+ dimethoxychromen-4-one C18H1607 o) 703
9.13 302.30606| 301.29878|[M+H]+ 2,2'-(Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 o] 1104,
N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)propyl]-2-(4-oxo0-6,7,8,9-
9.19 432.23836 431.23108|[M+H]+ tetrahydropyrimido[4,5-b]quinolin-3-yl)acetamide C25H29N502 O 1312
[M+H]+, |1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-ethylpiperidine-4-
9.2| 415.21162 414.2046|[M+Nal+ |carboxamide C25H26N402 o] 7874
[M+H]+,
[M+H-
9.5 227.16456 226.15717|H20]+ Methyl dihydrojasmonate C13H2203 144/ 105
[M+H]+,
[M+H-
9.7 191.14381 190.13644|H20]+ Megastigmatrienone C13H180 o] 139
9.9 277.21654| 276.20926|[M+H]+ [Stearidonic Acid C18H2802 (o] 181
[M+H]+,
[M+H-
10.6 331.28473 330.2774[(H20]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 o] 408
10.78 473.3615 472.35422|[M+H]+ Maslinic Acid C30H4804 o] 93
11.81 331.28489 330.27761|[M+H]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 o] 2259
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Anexo A. 137
RT Molecular Blanco |Fraccién
[min] m/z meas. |M meas. lons Name Formula AcN2 s

1.09] 268.10429| 267.09701|[M+H]+ |Adenosine C10H13N504 o) 364
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-

1.1) 433.11318| 432.10591|[M+H]+ |(hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 o) 276
2-(dimethylamino)-3-phenyl-N-propan-2-ylthieno[2,3-d]imidazole-5-

1.11) 329.14267| 328.13539|[M+H]+ |carboxamide C17H20N40S 0| 137

1.13| 166.08629| 165.07902|[M+H]+ |Phenylalanine CO9H11INO2 0| 5239

1.13| 182.08116| 181.07389|[M+H]+ |Tyrosine C9H11NO3 0| 4890

1.15( 202.18041| 201.17313|[M+H]+ |4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine C11H23NO2 0 5575

1.39]| 166.08634| 165.07906|[M+H]+ |Phenylalanine C9H11NO2 0 270

2.85| 163.06002 162.05274|[M+H]+ [3-Hydroxymethylglutaric acid C6H1005 0 223

3.01| 166.08624( 165.07897|[M+H]+ [Phenylalanine C9H11NO2 0 209

3.52| 163.06012 162.05284|[M+H]+ [3-Hydroxymethylglutaric acid C6H1005 0 842
NCGC00384731-01!(1S,3R,4R,5R)-1,3,4-trihydroxy-5-[(E)-3-(4-
hydroxyphenyl)prop-2-enoyl]oxycyclohexane-1-carboxylic acid [IIN-based:

4.14| 339.10695| 338.09968|[M+H]+ |Match] C16H1808 0| 103

4.21( 307.17587| 306.16859|[M+H]+ [Feruloyl agmatine (isomer of 1607) C15H22N403 0 84
NCGC00385832-01!5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-6,8-bis[3,4,5-

4.43| 595.16561| 594.15833|[M+H]+ |trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C27H30015 0 302

[M+H]+,
[M+H- NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(2Z)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-

4.51| 227.12794| 226.12025[H20]+ oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 0 258
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-

4.66 433.11287| 432.10559|[M+H]+ |(hydroxymethyl)oxan-2-yllchromen-4-one C21H20010 0 1008
NCGC00384731-011(1S,3R,4R,5R)-1,3,4-trihydroxy-5-[(E)-3-(4-
hydroxyphenyl)prop-2-enoyl]oxycyclohexane-1-carboxylic acid [IIN-based:

4.71) 339.10738 338.1001|[M+H]+ [Match] C16H1808 0 609

4.75 449.10804| 448.10077|[M+H]+ [Homoorientin C21H20011 0 131

[M+H]+,
[M+H- NCGC00384897-01_C16H20010_3-(Benzoyloxy)-2-hydroxypropy! beta-D-

4.94] 373.11392| 372.10758|H20]+ [glucopyranosiduronic acid C16H20010 0| 86
NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(2Z)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-

5 227.128| 226.12072|[M+H]+ |oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 0| 65
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
5.1| 433.11327 432.10599([M+H]+ |[(hydroxymethyl)oxan-2-yl]chromen-4-one C21H20010 0| 11042
5.2| 465.10313| 464.09585([M+H]+ |HYPEROSIDE C21H20012 o) 235
5.2| 303.05017 302.04289|[M+H]+ [Quercetin C15H1007 o) 231
5.21| 449.10701| 448.09974|[M+H]+ [Lutl-4p-Glc C21H20011 o) 75
[M+H]+,

5.41| 249.09718| 248.08992|[M+Nal+ [N-(5-methyl-1,2-oxazol-3-yl)-2-(4-methylpyrimidin-2-yl)oxyacetamide C11H12N403 o) 360
NCGC00169187-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-[(2S,3R,4S,5R,6R)-

5.45| 449.10818 448.1009|[M+H]+ |3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxychromen-4-one C21H20011 0 52

[M+H]+,
[M+H- NCGC00385365-01_C11H1603_2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-6-
5.47| 197.11751] 196.11059|H20]+ hydroxy-4,4,7a-trimethyl-, (6S,7aR)- C11H1603 0 255
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+K]+,
5.79| 197.11747| 196.11033|[M+Na]+ [Loliolide C11H1603 0 662
[M+H]+,
[M+H-
7.4] 229.14423| 228.13681|H20]+ Traumatic Acid C12H2004 0 482
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+Nal+,
8.06| 181.12251| 180.11599([M+K]+ Dihydroactinidiolide C11H1602 0 500
8.1| 274.27469| 273.26741|[M+H]+ |Lauryldiethanolamine C16H35N0O2 0 8635

8.32| 343.29605| 342.28877([M+H]+ |CocamidopropylBetaine C19H38N203 0 364

8.86| 211.13347 210.1262|[M+H]+ [Jasmonic acid C12H1803 0 67
NCGC00385819-01!5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-

8.94| 345.09791| 344.09063([M+H]+ |dimethoxychromen-4-one C18H1607 0 613

9.13| 302.30606| 301.29878|[M+H]+ [2,2'-(Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 0 1042
N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)propyl]-2-(4-oxo0-6,7,8,9-

9.19| 432.23836| 431.23108|[M+H]+ |tetrahydropyrimido[4,5-b]quinolin-3-yl)acetamide C25H29N502 0 985

[M+H]+, |1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-ethylpiperidine-4-
9.2| 415.21162 414.2046|[M+Na]+ |carboxamide C25H26N402 0 6924
9.9 277.21654| 276.20926([M+H]+ |[Stearidonic Acid C18H2802 0| 102
[M+H]+,
[M+H-
10.6( 331.28473 330.2774|H20]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0 179
11.23| 273.18622| 272.17894|[M+H]+ [17-beta-Estradiol C18H2402 o) 66
11.81] 331.28489| 330.27761|[M+H]+ [NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 o) 608
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RT Molecular Blanco [Fraccion
[min] m/zmeas. |M meas. lons Name Formula ACN2 |9
1.09] 268.10429| 267.09701|[M+H]+ |Adenosine C10H13N504 0 268
2-(dimethylamino)-3-phenyl-N-propan-2-ylthieno[2,3-d]imidazole-5-
1.11( 329.14267| 328.13539|[M+H]+ [carboxamide C17H20N40S 0 130
1.13| 166.08629| 165.07902|[M+H]+ [Phenylalanine C9H11INO2 0 524
1.13| 182.08116| 181.07389|[M+H]+ |Tyrosine C9H11INO3 0 257
1.15| 202.18041| 201.17313|[M+H]+ |4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine C11H23NO2 0 8455
3.52| 163.06012| 162.05284|[M+H]+ |3-Hydroxymethylglutaric acid C6H1005 0 60,
NCGC00385832-01!5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-6,8-bis[3,4,5-
4.43| 595.16561| 594.15833|[M+H]+ [trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yllchromen-4-one C27H30015 0 158
[M+H]+,
[M+H- NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(2Z)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
4.51| 227.12794| 226.12025(H20]+ oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 0 330,
NCGC00384731-01!(1S,3R,4R,5R)-1,3,4-trihydroxy-5-[(E)-3-(4-
hydroxyphenyl)prop-2-enoyl]oxycyclohexane-1-carboxylic acid [IIN-based:
4.71| 339.10738 338.1001|[M+H]+ [Match] C16H1808 0 64
NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(2Z)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
5 227.128| 226.12072|[M+H]+ |oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 0 189
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
5.1 433.11327| 432.10599|[M+H]+ |(hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 0 112
[M+H]+,
5.41| 249.09718| 248.08992([M+Na]+ |N-(5-methyl-1,2-oxazol-3-yl)-2-(4-methylpyrimidin-2-yl)oxyacetamide C11H12N403 0 66,
[M+H]+,
[M+H- NCGC00385365-01_C11H1603_2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-6-
5.47| 197.11751| 196.11059|H20]+ hydroxy-4,4,7a-trimethyl-, (6S,7aR)- C11H1603 0 122
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+K]+,
5.79] 197.11747| 196.11033|[M+Na]+ |Loliolide C11H1603 0 468
[M+H]+,
[M+H-
7.4] 229.14423| 228.13681|H20]+ Traumatic Acid C12H2004 0 98
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+Na]+,
8.06| 181.12251| 180.11599([M+K]+ |Dihydroactinidiolide C11H1602 0 237
8.1| 274.27469| 273.26741|[M+H]+ [Lauryldiethanolamine C16H35N02 0 8222
8.32| 343.29605| 342.28877|[M+H]+ |CocamidopropylBetaine C19H38N203 0 289
8.86( 211.13347 210.1262|[M+H]+ [Jasmonic acid C12H1803 0 218
NCGC00385819-01!5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-
8.94| 345.09791| 344.09063([M+H]+ |dimethoxychromen-4-one C18H1607 0 314
9.13| 302.30606| 301.29878|[M+H]+ |2,2'-(Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 0 908
N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)propyl]-2-(4-ox0-6,7,8,9-
9.19| 432.23836| 431.23108|[M+H]+ |tetrahydropyrimido[4,5-b]quinolin-3-yl)acetamide C25H29N502 0 521
[M+H]+, [1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-ethylpiperidine-4-
9.2| 415.21162 414.2046([M+Na]+ |carboxamide C25H26N402 0 3239
9.9| 277.21654| 276.20926|[M+H]+ |Stearidonic Acid C18H2802 0 138
[M+H]+,
[M+Na]+,
[M+H-
10.33[ 293.21121 292.20377|H20]+ 9-Oxo0TrE C18H2803 0 50
[M+H]+,
[M+H-
10.6] 331.28473 330.2774|H20]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0 56
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Anexo A. 139
RT Molecular Blanco |Fraccion
[min] m/z meas. |M meas. lons Name Formula ACN2 |10
1.09] 268.10429| 267.09701|[M+H]+ [Adenosine C10H13N504 0 353
2-(dimethylamino)-3-phenyl-N-propan-2-ylthieno[2,3-d]imidazole-5-
1.11] 329.14267| 328.13539|[M+H]+ [carboxamide C17H20N40S 0 274
1.13| 166.08629| 165.07902|[M+H]+ |Phenylalanine C9H1INO2 0 584,
1.13| 182.08116| 181.07389|[M+H]+ [Tyrosine C9H11INO3 0 607
1.15| 202.18041| 201.17313|[M+H]+ [4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine C11H23NO2 0 6011
3.52| 163.06012| 162.05284|[M+H]+ |3-Hydroxymethylglutaric acid C6H1005 o) 613
4.21| 307.17587| 306.16859|[M+H]+ |Feruloyl agmatine (isomer of 1607) C15H22N403 0 71
NCGC00385832-01!5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-6,8-bis[3,4,5-
4.43| 595.16561| 594.15833|[M+H]+ [trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C27H30015 0| 316
[M+H]+,
[M+H-  |NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(2Z)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
4,51 227.12794| 226.12025|H20]+ oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 0| 245
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
4.66| 433.11287| 432.10559|[M+H]+ |(hydroxymethyl)oxan-2-yl]Jchromen-4-one C21H20010 0 159
NCGC00384731-01!(1S,3R,4R,5R)-1,3,4-trihydroxy-5-[(E)-3-(4-
hydroxyphenyl)prop-2-enoyl]oxycyclohexane-1-carboxylic acid [IIN-based:
4.71] 339.10738 338.1001{[M+H]+ [Match] C16H1808 0 114
NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(22)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
5 227.128| 226.12072|[M+H]+ [oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 0 779
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
5.1 433.11327| 432.10599|[M+H]+ |(hydroxymethyl)oxan-2-yllchromen-4-one C21H20010 0| 1287
[M+H]+,
5.41| 249.09718| 248.08992|[M+Na]+ |N-(5-methyl-1,2-oxazol-3-yl)-2-(4-methylpyrimidin-2-yl)oxyacetamide C11H12N403 0| 379
[M+H]+,
[M+H- NCGC00385365-01_C11H1603_2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-6-
5.47| 197.11751] 196.11059|H20]+ hydroxy-4,4,7a-trimethyl-, (6S,7aR)- C11H1603 0 508
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+K]+,
5.79| 197.11747 196.11033[[M+Na]+ |Loliolide C11H1603 0| 735
[M+H]+,
[M+H-
7.4 229.14423| 228.13681|H20]+ Traumatic Acid C12H2004 0 455
[M+H]+,
[M+H-
H20]+,
[M+Na]+,
8.06| 181.12251| 180.11599|[M+K]+ |Dihydroactinidiolide C11H1602 0 765
8.1 274.27469| 273.26741|[M+H]+ |Lauryldiethanolamine C16H35N02 0| 9001
8.32| 343.29605| 342.28877|[M+H]+ |CocamidopropylBetaine C19H38N203 0 559
8.86] 211.13347 210.1262|[M+H]+ [Jasmonic acid C12H1803 0 589
NCGC00385819-01!5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-
8.94| 345.09791| 344.09063|[M+H]+ |dimethoxychromen-4-one C18H1607 0 305
9.13| 302.30606| 301.29878|[M+H]+ [2,2'-(Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 0 1016
N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)propyl]-2-(4-ox0-6,7,8,9-
9.19 432.23836 431.23108|[M+H]+ |tetrahydropyrimido[4,5-b]quinolin-3-yl)acetamide C25H29N502 0| 785
[M+H]+, [1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-ethylpiperidine-4-
9.2 415.21162 414.2046|[M+Na]+ |carboxamide C25H26N402 0 4191
[M+H]+,
[M+H-
9.7| 191.14381| 190.13644|H20]+ Megastigmatrienone C13H180 0 68
9.9 277.21654| 276.20926|[M+H]+ [Stearidonic Acid C18H2802 0 1986
[M+H]+,
[M+Na]+,
[M+H-
10.33| 293.21121| 292.20377|H20]+ 9-OxoOTrE C18H2803 0| 112
[M+H]+,
[M+H-
10.6[ 331.28473 330.2774|H20]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0 141
[M+H]+,
[MH+H- NCGC00179701-03_C30H4604_Lup-20(29)-en-28-oic acid, 6-hydroxy-3-oxo-,
10.71| 471.34646| 470.33957|H20]+ (5xi,9xi,18xi)- C30H4604 0 56
10.97| 295.19186| 294.18459|[M+H]+ |6-Gingerol C17H2604 0 100
11.23| 273.18622| 272.17894|[M+H]+ |17-beta-Estradiol C18H2402 0 122
11.81| 331.28489| 330.27761|[M+H]+ [NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0| 527
12.37| 279.23247 278.2252|[M+H]+ [Pinolenic Acid C18H3002 0 101
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RT Molecular Blanco |Fraccién
[min] m/z meas. |M meas. lons Name Formula ACN2 11
[M+HT+, [M+H- NCGC00385684-01_C12H1608_4H-Pyran-4-one, 3-(beta-D-glucopyranosyloxy)-

1 289.09201 288.08487|H20]+ 2-methyl- C12H1608 0 177
1.09 268.10429 267.09701 | [M+H]+ Adenosine C10H13N504 o] 8903
1.09 231.11334 230.10607 | [M+H]+ HARMANE-1,2,3,4-TETRAHYDRO-3-CARBOXYLIC ACID C13H14N202 o] 1023

NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-

1.1 433.11318 432.10591 | [M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 0 6827
1.13 166.08629 165.07902| [M+H]+ Phenylalanine CO9H11NO2 o] 11020
1.13 182.08116 181.07389|[M+H]+ Tyrosine COH11NO3 0 2989
1.15 202.18041 201.17313|[M+H]+ 4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine C11H23NO2 0 4268
1.39 166.08634 165.07906/[(M+H]+ Phenylalanine COH11INO2 0 565
3.01 166.08624 165.07897|[M+H]+ Phenylalanine CO9H11NO2 o] 312
3.76 122.09656 121.08928|[M+H]+ Phenylethylamine C8H11N 0 139

[M+H]+, [M+H- NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(2Z)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
4.51 227.12794 226.12025|H20]+ oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 o] 137
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-

4.66 433.11287 432.10559([M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 0 9907

4.69 231.11319 230.10592| [M+H]+ HARMANE-1,2,3,4-TETRAHYDRO-3-CARBOXYLIC ACID C13H14N202 0 3713

4.75| 449.10804| 448.10077|(M+H]+ Homoorientin C21H20011 O] 763

NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(2Z)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-

5| 227.128 226.12072|[M+H]+ oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 0 128
NCGC00385510-01![(2S,3R,4S,5R,6R)-2-[2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-
dihydroxy-4-oxochromen-3-ylJoxy-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-3-

5.02 617.11475 616.10748|[M+H]+ yl] 3,4,5-trihydroxybenzoate C28H24016 o] 545

5.05 212.11851 211.11124|[M+H]+ 1,3-Diphenylguanidine C13H13N3 0 135

NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-

5.1 433.11327| 432.10599|m+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-yllchromen-4-one C21H20010 o| 36803

5.2 465.10313 464.09585| [M+H]+ HYPEROSIDE C21H20012 0 3269

5.2 303.05017 302.04289| [M+H]+ Quercetin C15H1007 [o] 1809
5.21 449.10701 448.09974|(M+H]+ Lutl-4p-Glc C21H20011 0 56

NCGC00169187-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-[(2S,3R,4S,5R,6R)-
5.45| 449.10818 448.1009 | (M+H]+ 3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylloxychromen-4-one C21H20011 o) 456
[M+HT+, (M+H- NCGC00385365-01_C11H1603_2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-6-
5.47 197.11751 196.11059(H20}+ hydroxy-4,4,7a-trimethyl-, (6S,7aR)- C11H1603 0 270
NCGC00180619-02!5,7-dihydroxy-2-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
5.58| 433.11264| 432.10537[im+Hi+ (hydroxymethyl)oxan-2-ylloxyphenyllchromen-4-one C21H20010 o) 258
NCGC00385377-01_C19H3207_4-(2,6,6-Trimethyl-4-oxo-2-cyclohexen-1-yl)-2-
5.58 373.22331 372.21603|[M+H]+ butanyl beta-D-glucopyranoside C19H3207 o] 111
NCGC00384802-01!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-
5.64 419.09827 418.09099 | [M+H]+ trihydroxyoxan-2-ylJoxychromen-4-one C20H18010 0 126
TM+HT, (M+H-
H20J+, [M+K]+,

5.79 197.11747 196.11033([M+Na]+ Loliolide C11H1603 0 897
5.8 240.14937 239.1421|[M+H]+ 1,3-DI(2-TOLYL)GUANIDINE CI1S5H17N3 0 78
5.8 275.09186 274.08458|[M+H]+ Phloretin C15H1405 o] 391

6.03 186.22136 185.21408| [M+H]+ Tributylamine C12H27N 0 1728

6.27 186.22151 185.21424|(M+H]+ Tributylamine C12H27N 0 2894

[M+H-H20]+,
7.02 131.04903 148.05238|[M+H]+ trans-Cinnamate C9H802 0 62
7.06 271.06039 270.05311|[M+H]+ Apigenin C15H1005 o] 140
M+, (M+H-
7.4 229.14423 228.13681|H20]+ Traumatic Acid C12H2004 0 63
7.83 503.33736 502.33009| [M+H]+ NCGC00347586-02_C30H4606_3,19-Dihydroxyurs-12-ene-23,28-dioic acid C30H4606 o] 49
7.92 192.13829 191.13102|[M+H]+ DEET C12H17NO 0 58
TM+HT, (M+H-

7.94 503.3358, 502.32768|H20]+ NCGC00347586-02_C30H4606_3,19-Dihydroxyurs-12-ene-23,28-dioic acid C30H4606 0 60
M+, (M+H-
H20]+, [M+Nal+,

8.06 181.12251 180.11599|[M+K]+ Dihydroactinidiolide C11H1602 0 6558
8.1 274.27469 273.26741|[M+H]+ Lauryldiethanolamine C16H35N0O2 o] 8121

(M+HIs, vsh- | NCGC00385328-01_C30H4806_(1alpha,2alpha,3beta,5xi,9xi,18xi)-1,2,3,19-

8.16 505.3518, 504.34479(H20]+ Tetrahydroxyurs-12-en-28-oic acid C30H4806 o] 206

8.32 343.29605 342.28877|[M+H]+ CocamidopropylBetaine C19H38N203 0 585

8.79 228.24421 227.23693|[M+H]+ Dodecylguanidine C13H29N3 0 22364

NCGC00385819-01!5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-
8.94 345.09791 344.09063|[M+H]+ dimethoxychromen-4-one C18H1607 0 1147
9.13 302.30606 301.29878|[M+H]+ 2,2'-(Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 0 1048
N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)propyl]-2-(4-ox0-6,7,8,9-

9.19 432.23836 431.23108([M+H]+ tetrahydropyrimido[4,5-b]quinolin-3-yl)acetamide C25H29N502 0 479

1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-ethylpiperidine-4-

9.2 415.21162 414.2046|[M+H]+, [M+Nal+ |carboxamide C25H26N402 0 2579

M+, (M+H-
9.5 227.16456 226.15717|H20]+ Methyl dihydrojasmonate C13H2203 0 83
TV+HT+, [M+H-
2.7 191.14381 190.13644[H20]+ Megastigmatrienone C13H180 0 53
NCGC00179701-03_C30H4604_Lup-20(29)-en-28-oic acid, 6-hydroxy-3-oxo-,
9.81 471.3448 470.33752([M+H]+ (5xi,9xi,18xi)- C30H4604 o] 87,
9.9 277.21654 276.20926| [M+H]+ Stearidonic Acid C18H2802 0 950
10.25 518.32355 517.31628|[M+H]+ LPC 18:3 C26H48NO7P 0 120
[M+HI+, [M+Nal+,
10.33 293.21121 292.20377|[M+H-H20]+ 9-OxoOTrE C€18H2803 0 206
10.46 329.10336 328.09609| [M+H]+ 5-hydroxy-3,7-dimethoxy-2-(4-methoxyphenyl)-4H-chromen-4-one C18H1606 o] 23762
NMHI T, (V+H-
10.6 331.28473 330.2774 [Hzo]l ‘ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 o] 448
10.69 220.11304 219.10576| [M+H]+ N-Phenyl-1-naphthylamine C16H13N 0 549
[M+H]+, [M+H- NCGC00179701-03_C30H4604_Lup-20(29)-en-28-oic acid, 6-hydroxy-3-oxo-,
10.71 471.34646 470.33957|H20]+ (5xi,9xi,18xi)- C30H4604 0 136
10.78! 473.3615 472.35422([M+H]+ Maslinic Acid C30H4804 o] 1106
10.97 295.19186 294.18459| [M+H]+ 6-Gingerol C17H2604 0 80
11.23 273.18622 272.17894|[M+H]+ 17-beta-Estradiol C18H2402 0 416
1,7-Bis(4-hydroxyphenyl)-5-oxo-3-heptanyl 6-O-[(2E)-3-(4-hydroxyphenyl)-2-
11.64| 623.25178 622.2445| M+H]+ propenoyl]-?-D-glucopyranoside C34H38011 o) 148|
11.81 331.28489 330.27761|[M+H]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0 230
12.37 279.23247 278.2252|[M+H]+ Pinolenic Acid C18H3002 0 723
12.66 259.2067 258.19942|M+H]+ Tonalide C18H260 o] 169
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Anexo A. 141
RT Molecular  Blanco [Fraccién
[min] m/z meas. |M meas. lons Name Formula ACN2 |13
[M+H]+, NCGC00385684-01_C12H1608_4H-Pyran-4-one, 3-(beta-D-glucopyranosyloxy)-2-
1) 289.09201| 288.08487|(M+H-H20]+ |methyl- C12H1608 0 355
1.09] 268.10429| 267.09701|[M+H]+ Adenosine C10H13N504 0 1492
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-

1.1 433.11318| 432.10591|[M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-yllchromen-4-one C21H20010 0 1204
1.13| 166.08629| 165.07902)(M+H]+ Phenylalanine C9H11INO2 0 8371
1.13| 182.08116| 181.07389|[M+H]+ Tyrosine C9H1INO3 0 6747
1.15| 202.18041| 201.17313|(M+H}+ 4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine C11H23NO2 0 7999
1.39] 166.08634| 165.07906|M+H]+ Phenylalanine C9H1INO2 0 221
3.01| 166.08624| 165.07897|(m+H]+ Phenylalanine C9H1INO2 0 229

NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
4.66] 433.11287| 432.10559|IM+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-yljchromen-4-one C21H20010 0 627
4.75| 449.10804| 448.10077|M+H}+ Homoorientin C21H20011 0 71
NCGC00385510-01![(2S,3R,4S,5R,6R)-2-[2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-4-
oxochromen-3-ylJoxy-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-3-yl] 3,4,5-
5.02( 617.11475 616.10748|(m+H]+ trihydroxybenzoate C28H24016 0 54
5.05[ 212.11851| 211.11124{im+H}+ 1,3-Diphenylguanidine C13H13N3 0 700
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-

5.1 433.11327 432.10599|(m+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 0 8828

5.2] 465.10313| 464.09585|(M+H]+ HYPEROSIDE C21H20012 0 309

5.2[ 303.05017| 302.04289|m+H]+ Quercetin C15H1007 0 233
5.21| 449.10701| 448.09974|im+H)+ Lutl-4p-Glc C21H20011 0 44

[M+H]+, NCGC00385365-01_C11H1603_2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-6-hydroxy-
5.47| 197.11751| 196.11059|im+H-H20]+ |4,4,7a-trimethyl-, (6S,7aR)- C11H1603 0 748
[M+H]+,
[M+H-H20]+,
[M+K]+,

5.79| 197.11747| 196.11033(im+Nal+ Loliolide C11H1603 0 3024

5.8 240.14937 239.1421|[M+H}+ 1,3-DI(2-TOLYL)GUANIDINE C15H17N3 0 622

5.8]| 275.09186| 274.08458|(M+H]+ Phloretin C15H1405 0 121
6.03| 186.22136( 185.21408|(m+H]+ Tributylamine C12H27N 0 110!
6.27| 186.22151| 185.21424|(M+H]+ Tributylamine C12H27N 0 140!

[M+H-H20}+,
7.02[ 131.04903| 148.05238|(m+H]+ trans-Cinnamate C9H802 0 96
7.06[ 271.06039( 270.05311im+H]+ Apigenin C15H1005 0 85
M+H]+,
7.4 229.14423| 228.13681 {NI+H?H20]+ Traumatic Acid C12H2004 0 63
[M+H]+,
[M+H-H20]+,
[M+Nal+,

8.06[ 181.12251| 180.11599|m+K]+ Dihydroactinidiolide C11H1602 0| 50104

8.1 274.27469| 273.26741|(M+H]+ Lauryldiethanolamine C16H35N02 0 7212
8.32| 343.29605| 342.28877([M+H]+ CocamidopropylBetaine C19H38N203 0 148
8.79| 228.24421| 227.23693|(m+H]+ Dodecylguanidine C13H29N3 0 4071

NCGC00385819-01!5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-dimethoxychromen-4
8.94 345.09791| 344.09063|(m+H]+ one C18H1607 0 1202
9.13[ 302.30606( 301.29878|im+H]+ 2,2'-(Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 0 704
N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)propyl]-2-(4-ox0-6,7,8,9-tetrahydropyrimido[4,5-
9.19 432.23836( 431.23108|(m+H]+ b]quinolin-3-yl)acetamide C25H29N502 0 475
M+H]+,
9.2| 415.21162 414.2046 {M+N]a]l+ 1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-ethyl piperidine-4-carboxamide C25H26N402 0 4625
M+H]+,
9.5 227.16456| 226.15717 {M+H1H20]+ Methyl dihydrojasmonate C13H2203 0 52
M+H]+,
9.7 191.14381| 190.13644 {M+H1H20]+ Megastigmatrienone C13H180 0 101!
9.9| 277.21654| 276.20926|M+H}+ Stearidonic Acid C18H2802 0 1744
10.25| 518.32355| 517.31628|M+HI+ LPC18:3 C26H48NO7P 0 141
[M+H]+,
[M+Nal+,
10.33] 293.21121] 292.20377|[M+H-H20]+ [9-Ox0O0TrE C18H2803 0 271
10.35| 267.17245| 266.16518|[M+H}+ Tri-isobutylphosphate C12H2704P 0 108!
M+H]+,

10.6] 331.28473 330.2774 :M+H{leol+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0 1091
10.69) 220.11304| 219.10576|(M+H]+ N-Phenyl-1-naphthylamine C16H13N 0f 21688
10.78 473.3615| 472.35422|[M+H]+ Maslinic Acid C30H4804 0 507
10.97| 295.19186| 294.18459|(M+H]+ 6-Gingerol C17H2604 0 189,
11.23| 273.18622| 272.17894|M+H}+ 17-beta-Estradiol C18H2402 0 62
11.43| 307.26326| 306.25599(m+H]+ Eicosatrienoic acid C20H3402 0 159,

1,7-Bis(4-hydroxyphenyl)-5-oxo-3-heptanyl 6-O-[(2E)-3-(4-hydroxyphenyl)-2-propenoyl]-
11.64| 623.25178 622.2445|(M+H]+ ?-D-glucopyranoside C34H38011 0 685
11.81| 331.28489| 330.27761(im+H]+ NCGC00178646-0212,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0 346
12.37| 279.23247 278.2252|(M+H}+ Pinolenic Acid C18H3002 0 390
12.66 259.2067)  258.19942|[M+H]+ Tonalide C18H260 0 3140
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RT Molecular Blanco |Fraccién
[min] m/zmeas. (Mmeas. [lons Name P ACN2 |14
[M+H]+, NCGC00385684-01_C12H1608_4H-Pyran-4-one, 3-(beta-D-glucopyranosyloxy)-2-
1| 289.09201| 288.08487|[M+H-H20]+ |methyl- C12H1608 0 476
1.09] 268.10429( 267.09701([M+H]+ Adenosine C10H13N504 0 892,
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-

1.1] 433.11318| 432.10591|M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-yllchromen-4-one C21H20010 0 3686
1.11| 329.14267| 328.13539((M+H]+ 2-(dimethylamino)-3-phenyl-N-propan-2-ylthieno([2,3-d]imidazole-5-carboxamide C17H20N40S 0 74
1.13| 166.08629( 165.07902([M+H]+ Phenylalanine C9H1INO2 0 5585
1.13| 182.08116| 181.07389|[M+H]+ Tyrosine C9H1INO3 0 4017
1.15] 202.18041| 201.17313|[m+H]+ 4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine C11H23NO2 0 3607
1.39] 166.08634| 165.07906([M+H]+ Phenylalanine C9H1INO2 0 455
1.54 182.08075| 181.07347((mM+H]+ Tyrosine CO9H11INO3 Y 181
3.01|] 166.08624| 165.07897|m+H}+ Phenylalanine C9H1INO2 0 320

[M+HI, NCGC00385243-01_C12H1804 {(1R,2R)-2-[(22)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
4.51 227.12794| 226.12025|[M+H-H20}+ [oxocyclopentyl}acetic acid C12H1804 0 81
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-

4.66] 433.11287| 432.10559|M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-yllchromen-4-one C21H20010 0 6212

4.69| 231.11319| 230.10592|[M+H]}+ HARMANE-1,2,3,4-TETRAHYDRO-3-CARBOXYLIC ACID C13H14N202 0 355

4.75 449.10804| 448.10077|M+H}+ Homoorientin C21H20011 0 259

[M+H]+, NCGC00384897-01_C16H20010_3-(Benzoyloxy)-2-hydroxypropyl beta-D-
4.94| 373.11392| 372.10758|[(mM+H-H20]+ |glucopyranosiduronic acid C16H20010 0 54
NCGC00385510-01![(2S,3R,4S,5R,6R)-2-[2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-4-
oxochromen-3-yl]oxy-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-3-yl] 3,4,5-
5.02| 617.11475| 616.10748|m+H}+ trihydroxybenzoate C28H24016 0 480
NCGC00180782-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-

5.1 433.11327| 432.10599|M+Hl+ (hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 0] 29820

5.2 465.10313| 464.09585|(M+H]+ HYPEROSIDE C21H20012 0 3128

5.2 303.05017| 302.04289|M+H}+ Quercetin C15H1007 0 1772
5.21) 449.10701| 448.09974|(M+H]+ Lutl-4p-Glc C21H20011 0 430

NCGC00169187-02!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-
5.45| 449.10818 448.1009| M+H}+ trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxychromen-4-one C21H20011 0 504
NCGC00180619-02!5,7-dihydroxy-2-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
5.58| 433.11264| 432.10537|[M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxyphenyl]chromen-4-one C21H20010 0 211
NCGC00384802-01!5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-
5.64| 419.09827| 418.09099|M+H}+ trihydroxyoxan-2-ylJoxychromen-4-one C20H18010 0 156
[M+H]+,
[M+H-H20]+,
[M+K]+,

5.79| 197.11747| 196.11033|[M+Na]+ Loliolide C11H1603 0 433

5.8 275.09186| 274.08458|M+H]+ Phloretin C15H1405 0 1226
6.52| 287.05514| 286.04786|(M+H]+ Kaempferol C15H1006 0 114
7.06] 271.06039] 270.05311|[M+H]+ Apigenin C15H1005 0 350

[M+H]+, NCGC00347357-02_C30H4805_0Olean-12-en-28-oic acid, 2,3,19-trihydroxy-,
7.37)] 489.35832 488.3504|(M+H-H20]+ |(2alpha,3beta,5xi,9xi,19alpha)- C30H4805 0 76
[M+H]+,
[M+H-H20]+,
[M+Nal+,

8.06| 181.12251] 180.11599|(M+K}+ Dihydroactinidiolide C11H1602 0 620

8.1 274.27469| 273.26741|(M+H}+ Lauryldiethanolamine C16H35N02 0 9792

[M+H]+, NCGC00385328-01_C30H4806_(1alpha,2alpha,3beta,5xi,9xi,18xi)-1,2,3,19-
8.16 505.3518| 504.34479|[M+H-H20}+ |Tetrahydroxyurs-12-en-28-oic acid C30H4806 Y 105
NCGC00385819-01!5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-dimethoxychromen-4-
8.94| 345.09791| 344.09063]|[M+H]+ one C18H1607 0 180
9.13] 302.30606| 301.29878|(M+H]+ 2,2'-(Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 0 960!
N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)propyl]-2-(4-ox0-6,7,8,9-tetrahydropyrimido([4,5-
9.19] 432.23836| 431.23108|(M+H]+ b]quinolin-3-yl)acetamide C25H29N502 0 379
M+H]+,
9.2| 415.21162 414.2046 {M+N]a]+ 1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-ethyl piperidine-4-carboxamide C25H26N402 0 2266
[M+H]+,
9.5| 227.16456| 226.15717|[M+H-H20}+ |Methyl dihydrojasmonate C13H2203 0 59
[M+H]+,
9.7] 191.14381| 190.13644|[M+H-H20}+ [Megastigmatrienone C13H180 0 117
10.25| 518.32355| 517.31628|(M+H]+ LPC 18:3 C26H48NO7P 0 128
M+H]+,

10.6] 331.28473 330.2774 {M+H!HZO]+ NCGC00178646-0212,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0 591
10.69| 220.11304| 219.10576|Mm+H)+ N-Phenyl-1-naphthylamine C16H13N 0 371
10.78 473.3615|  472.35422|(M+H]+ Maslinic Acid C30H4804 0 990!
11.81| 331.28489| 330.27761|[M+H]+ NCGC00178646-02!2,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 0 144
12.37| 279.23247 278.2252|[M+H]+ Pinolenic Acid C18H3002 0 62,

13.4| 714.55111| 713.54384([M+H]+ Glucocerebrosides C40H75N09 0 171
13.74| 305.25023| 304.24295([M+H]+ Arachidonic acid (not validated) C20H3202 0 110

NCGC00180707-03_C20H3202_1(4H)-Naphthalenone, 4a,5,6,7,8,8a-hexahydro-4-[(3R)-
13.88| 305.24709| 304.23981|[M+H}+ 3-hydroxy-3-methyl-4-penten-1-yl]-3,4a,8,8-tetramethyl-, (4S,4aR,8a$)- C20H3202 0 157
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RT m/z Molecular Blanco
min] |[meas. Mmeas. |lons Name Formula acnz [FTMA
[M+H]+, NCGC00385684-01_C12H1608_4H-Pyran-4-one, 3-(beta-D-glucopyranosyloxy)-2-
1| 289.092| 288.0849|(M+H-H20]+ |methyl- C12H1608 o 630
1.09| 268.1043| 267.097|(M+H]+ Adenosine C10H13N504 o 683
NCGC00180782-0215,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-

1.1[ 433.1132| 432.1059|(M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-yllchromen-4-one C21H20010 o| 3109
1.11] 329.1427| 328.1354[(M+H]+ 2-(dimethylamino)-3-phenyl-N-propan-2-ylthieno[2,3-d]imidazole-5-carboxamide C17H20N40S o 92
1.13| 166.0863 165.079 [[M+H]+ Phenylalanine CO9H11NO2 o 3379
1.13| 182.0812 181.0739 |[M+H]+ Tyrosine CO9H11NO3 o 1895
1.15( 202.1804| 201.1731|[M+H]+ 4-Hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine C11H23NO2 o| 3027
1.39| 166.0863 165.0791 |[M+H]+ Phenylalanine CO9H11NO2 o 357
1.54| 182.0808 181.0735 |[M+H]+ Tyrosine CO9H11NO3 o 193
3.01| 166.0862 165.079 [[M+H]+ Phenylalanine CO9H11NO2 o 259
3.52[ 163.0601| 162.0528|im+H]+ 3-Hydroxymethylglutaric acid C6H1005 o 196
3.81| 163.0385 162.0312|[M+H]+ 4-Hydroxycoumarin COH603 o 83

[M+H]+, NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(22)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
4.51| 227.1279 226.1203|[M+H-H20]+ |oxocyclopentyllacetic acid C12H1804 o 116
NCGC00180782-0215,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
4.66| 433.1129 432.1056 | [M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-yllchromen-4-one C21H20010 o 5074
4.69| 231.1132 230.1059 | [M+H]+ HARMANE-1,2,3,4-TETRAHYDRO-3-CARBOXYLIC ACID C13H14N202 o 445
4.75 449.108| 448.1008|[M+H]+ Homoorientin C21H20011 o 269
NCGC00385243-01_C12H1804_{(1R,2R)-2-[(22)-5-Hydroxy-2-penten-1-yl]-3-
5| 227.128| 226.1207|M+H]+ oxocyclopentyll}acetic acid C12H1804 o 67
NCGC00385510-011[(25,3R,45,5R,6R)-2-[2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-4-
oxochromen-3-yl]oxy-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-3-yl] 3,4,5-
5.02| 617.1148| 616.1075[(m+H]+ trihydroxybenzoate C28H24016 o 536
NCGC00180782-0215,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-[3,4,5-trihydroxy-6-

5.1 433.1133 432.106 | [M+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one C21H20010 0| 29868

5.2 465.1031 464.0959 | [M+H]+ HYPEROSIDE C21H20012 o 2862

5.2| 303.0502 302.0429|[M+H]+ Quercetin C15H1007 o 1735
5.21 449.107| 448.0997|[M+H]+ Lutl-4p-Glc C21H20011 o 340

[M+H]+,
5.41| 249.0972| 248.0899(m+Nal+ N-(5-methyl-1,2-oxazol-3-yl)-2-(4-methylpyrimidin-2-yl)oxyacetamide C11H12N403 o 477
NCGC00169187-0215,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-
5.45( 449.1082| 448.1009(m+H]+ trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxychromen-4-one C21H20011 o 509
[M+H]+, NCGC00385365-01_C11H1603_2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-6-hydroxy-
5.47[ 197.1175| 196.1106((m+H-H20l+ |4,4,7a-trimethyl-, (65,7aR)- C11H1603 o 360
NCGC00180619-0215,7-dihydroxy-2-[4-[(25,3R,45,55,6R)-3,4,5-tri hydroxy-6-
5.58| 433.1126| 432.1054[(v+H]+ (hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxyphenyllchromen-4-one C21H20010 o 172
NCGC00384802-0115,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-[(25,3R,45,5R)-3,4,5-
5.64| 419.0983| 418.091v+H]+ trihydroxyoxan-2-ylJoxychromen-4-one C20H18010 o 180
[M+H]+,
[M+H-H20]+,
[M+K]+,
5.79( 197.1175| 196.1103(m+Nal+ Loliolide C11H1603 o| 2552
5.8 275.0919 274.0846 [[M+H]+ Phloretin C15H1405 o 906
6.52| 287.0551| 286.0479[m+H]+ Kaempferol C15H1006 o 137
[M+H-H20]+,

7.02| 131.049| 148.0524[v+H]+ trans-Cinnamate C9H8O2 o 285

7.06[ 271.0604| 270.0531[m+H]+ Apigenin C15H1005 o 302
[M+H]+, NCGC00347357-02_C30H4805_Olean-12-en-28-oic acid, 2,3,19-trihydroxy-,

7.37| 489.3583| 488.3504((m+H-H20l1+ |(2alpha,3beta,5xi,9xi,19alpha)- C30H4805 o 142
NMTHT,

7.4| 229.1442| 228.1368 {M+H1HZO]+ Traumatic Acid C12H2004 o 80

7.92[ 192.1383|  191.131[(v+H)+ DEET C12H17NO o a8
[M+H]+,
[M+H-H20]+,
[M+Nal+,

8.06( 181.1225| 180.116|(M+K]+ Dihydroactinidiolide C11H1602 o| 3869

8.1| 274.2747| 273.2674(M+H]+ Lauryldiethanolamine C16H35NO2 o| 8495

[M+H]+, NCGCO00385328-01_C30H4806_(lalpha,2alpha,3beta,5xi,9xi,18xi)-1,2,3,19-
8.16| 505.3518| 504.3448|(M+H-H20}+ [Tetrahydroxyurs-12-en-28-oic acid C30H4806 o 114
8.32| 343.2961| 342.2888(mv+H]+ CocamidopropylBetaine C19H38N203 o 65
8.79( 228.2442| 227.2369m+H]+ Dodecylguanidine C13H29N3 o 94
8.86[ 211.1335| 210.1262[v+H]+ Jasmonic acid C12H1803 o 352
NCGC00385819-0115-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-dimethoxychromen-4-
8.94| 345.0979| 344.0906|m+H]+ one C18H1607 o 670
9.13[ 302.3061| 301.2988(m+H]+ 2,2'-(Tetradecylimino)diethanol C18H39NO2 o| 1034
N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)propyl]-2-(4-ox0-6,7,8,9-tetrahydropyrimido[4,5-
9.19( 432.2384| 431.2311[mv+H]+ blquinolin-3-yl)acetamide C25H29N502 o 476
MHIT,
9.2| 415.2116| 414.2046 {M+N]a]+ 1-([1]benzofuro[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-N-benzyl-N-ethylpiperidine-4-carboxamide C25H26N402 o| 2874
[M+H]+,
9.5| 227.1646| 226.1572([M+H-H20]+ |Methyl dihydrojasmonate C13H2203 o 144
[M+H]+,

9.7 191.1438| 190.1364[[M+H-H20]+ |Megastigmatrienone C13H180 o| 1003

9.9 277.2165| 276.2093[(m+H]+ Stearidonic Acid C18H2802 o 164
10.1| 324.2879| 323.2806|(M+H]+ Linoleoyl Ethanolamide C20H37NO2 o 92
10.3| 518.3236| 517.3163[IM+H}+ LPC 18:3 C26H48NO7P o 419

[M+H]+,
[M+Nal+,
10.3| 293.2112 292.2038|[M+H-H20]+ |9-Ox0OTrE C18H2803 o 207
10.4| 267.1725 266.1652 | [M+H]+ Tri-isobutylphosphate C12H2704P o 172
10.5| 329.1034| 328.0961[(M+H]I+ 5-hydroxy-3,7-dimethoxy-2-(4-methoxyphenyl)-4H-chromen-4-one C18H1606 o 91
[M+H]+,
10.6| 331.2847 330.2774|IM+H-H20]+ [NCGC00178646-0212,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 o| 2167
10.7| 220.113| 219.1058|(M+H]+ N-Phenyl-1-naphthylamine C16H13N o 453
[M+H]+, NCGC00179701-03_C30H4604_Lup-20(29)-en-28-oic acid, 6-hydroxy-3-oxo-,
10.7[ 471.3465| 470.3396|(M+H-H20]+ |(5xi,9xi,18xi)- C30H4604 o 42
10.8| 473.3615| 472.3542|(M+H}+ Maslinic Acid C30H4804 o 945

11| 295.1919| 294.1846|IM+H]+ 6-Gingerol C17H2604 o 72

11.2| 273.1862| 272.1789|IM+H}+ 17-beta-Estradiol C18H2402 o 84
1,7-Bis(4-hydroxyphenyl)-5-oxo-3-heptanyl 6-O-[(2E)-3-(4-hydroxyphenyl)-2-propenoyl]-

11.6| 623.2518| 622.2445|[M+H]+ ?-D-glucopyranoside C34H38011 o 195

11.8| 331.2849| 330.2776|IM+H]+ NCGC00178646-0212,4-dihydroxyheptadecyl acetate C19H3804 o 508

12.4| 279.2325( 278.2252|im+H]+ Pinolenic Acid C18H3002 o| 1137

12.7| 259.2067| 258.1994|(M+H]+ Tonalide C18H260 o 855

13.7| 305.2502| 304.243[(M+H]}+ Arachidonic acid (not validated) C20H3202 o| 4a71e
NCGC00180707-03_C20H3202_1(4H)-Naphthalenone, 4a,5,6,7,8,8a-hexahydro-4-[(3R)-

13.9]| 305.2471| 304.2398|[M+H]+ 3-hydroxy-3-methyl-4-penten-1-yl]-3,4a,8,8-tetramethyl-, (45,4aR,8aS)- C20H3202 o| 5823
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