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1. ABSTRACT

Since ancient times, herbal medicine has been used as the first strategy to cure
ailments and diseases, however, there is limited information about the toxicity of natural
products, as well@s the metabolic profile responsible of biological activities. Currently,
the World Health“Organization (WHO) has informed that a large percentage of the
world's population employs the use of numerous plants as folk medicine for their health

care.

The aim of this work focusesson the metabolomic study of the n-hexane extract of
Eryngium foetidum (HEETf), uSedyas food and medicine in Tabasco State. Previous
studies report that the HEEf showed toxic activity on the zebrafish (Danio rerio) model.

We carried out the method standardization for to analyze the metabolic profile of the
HEEf, using two analytical techniques:ekiquid chromatography coupled to mass
spectrometry (LC/MS) with electrospray‘ienization-quadrupole time of flight (ESI-
QTOF) and Gas Chromatography-coupled .#0° Mass Spectrometry (GC/MS) with
electron impact. As results by LC/MS;, the chromatograms were obtained. From this,
the retention times, molecular formula, ion type, experimental and theoretical m/z and
the fragmentation by ion annotation of 17 secondary-metabolites such as flavonoids,
terpenes and fatty acids and 7 toxic compounds from efAvironmental pollution such as
additives, flavorings and pesticides, were determined. On-the other hand, in GC/MS

using a splitless method, 13 secondary metabolites with low melting were found.

In conclusion, it was possible to recognize secondary metabolites\ that could be
responsible for the pharmacological activities attributed to Eryngium foetidum and
pollution compounds, probably responsible for the toxic activity on zebrafish (Danio
rerio). In addition, it was demonstrated that the consumption of plant specCieSymust be
documented with biological studies and metabolomic activities to ensure (safety in

humans.
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2. RESUMEN

Desde tiempos ancestrales se ha utilizado la herbolaria como primera estrategia para
curar los padecimientos y enfermedades, sin embargo, existe poca informacién sobre
la toxicidad de productos naturales, asi como la identificacion del contenido metabdlico
gue le confieré las.actividades bioldgicas. Actualmente, la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) ha determinado que un gran porcentaje de la poblacion mundial emplea

el uso de diversas plantas como medicina tradicional para su salud.

Por su potencial téxico en el'modelo del pez cebra (Danio rerio) y su amplio uso como
alimento y en la medicina tradicional del estado de Tabasco, el objetivo del presente
trabajo se enfoca en el estudio. metabolomico del extracto hexéanico de Eryngium
foetidum (EHETf). Se llevo a caba’lasestandarizacion de métodos para la determinacién
del perfil metabdlico del EHEf, utilizando dos técnicas analiticas: cromatografia de
liguidos acoplada a espectrometria de masas (LC/MS) por ionizacién de electrospray
(ESI) con detector de cuadrupolezde tiempo de vuelo (QTOF) en modo de ionizacion
positiva y negativa y cromatografia, de gases mediante espectrometria de masas
(GC/MS) por impacto electronico. Como resultados por LC/MS se obtuvieron los
cromatogramas, donde se determinaron los tiempes, de retencion, formula molecular,
tipo de ion, m/z experimental y tedrica, y.la‘fragmentaeion por anotacién de iones de
diecisiete metabolitos secundarios como flavonoides, terpenos y acidos grasos y siete
compuestos toxicos provenientes de la contaminacion”ambiental como aditivos,
aromatizantes y pesticidas. Por otra parte, en GC/MS utilizando un método de splitless
se encontraron trece metabolitos secundarios de bajo punto de fusion. Como
conclusién, se lograron identificar metabolitos secundarios que podrian ser los
responsables de las actividades farmacoldgicas atribuidas a la especie vegetal y
compuestos contaminantes presentes en ella que, probablemente responsables de la
actividad toxica previamente demostrada sobre Danio rerio. Mas aun, se“demuestra
que el consumo de especies vegetales debe de ser fundamentado con, €studios
metaboldmicos, de la actividad bioldgica y de las vias metabdlicas de degradacion‘que

garanticen la seguridad en el ser humano.
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3. INTRODUCCION

En México el uso de las plantas medicinales ha sido de suma importancia a través de
la historia”(Gomez-Alvares, 2012). Mas alla de generar un beneficio a la salud, en
ocasiones suelen ser contraproducentes, pues muchas de las plantas medicinales
utilizadas careeen de estudios cientificos que comprueben sus posibles efectos
terapéuticos y en'menor proporcion el efecto téxico sobre los seres vivos (Garcia de
Alba, et al.,, 2012; Manzanero-Medina, et al., 2009). En los ultimos afios se ha
considerado a la metabolémica como una de las ciencias 6micas emergentes que
tienen como fin descifrar.el'perfil metabdlico en sistemas complejos en conjunto de la
combinacion de ciertas técnicas analiticas y analisis de datos multivariados como
LC/MS y GC/MS (Frigolet y Gutiérrez-Aguilar, 2017; Rocha-Viggiano, et al., 2018).

Por otra parte, Eryngium foetidumn, (culantro cimarrén) es una especie vegetal
ampliamente utilizada en la medicina-tradicional mexicana para diversas patologias
como fiebre, quemaduras, complicaciones.de infertilidad, diarrea, escalofrios, vomitos,
hipertension, entre otras (LOpez<Rivera, 2019). El efecto terapéutico dependera de la
parte de la planta, método de preparacion, estacion del afio en que se haga la colecta,
lugar de colecta y de la estacion del afio-en la que se haga la recoleccion (Sanchez y
Gonzalez, 2002). Sin embargo, se carece de informacion cientifica que respalde sus
posibles efectos téxicos y farmacoldgicos.+Es por elle’ gue la presente investigacion
busca determinar el perfil metabolomico a partir de la anotacion de iones del extracto
hexanico de la especie vegetal Eryngium foetidum mediante eromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas y cromatografia de).gases acoplada a
espectrometria de masas, estableciendo asi las condiciones de\andlisis mas aptas
para llevar a cabo la determinacion del perfil metabdlico, asi como identificar moléculas
y compuestos con un potencial terapéutico y toxico presentes en la planta (Safti¢, et
al., 2019).
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ANTECEDENTES
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4. ANTECEDENTES

4.1 Plantassmedicinales.

La poca infermacion cientifica que existe sobre los diferentes tipos de plantas
medicinales, #Sus_ diversas aplicaciones terapéuticas como sustituto de los
medicamentos y-sebre todo los posibles efectos toxicos que éstos pueden llegar a
tener sobre la salud.de la poblacion que los consume ha generado un gran interés en
los cientificos por estudiar e identificar diversas plantas que se emplean como
medicina tradicional en la’poblacion (Garcia, et al., 2015).

Hoy en dia, existe poca evidenhcia cientifica sobre los efectos terapéuticos de la
mayoria de las plantas medicinalés.de uso comun e incluso ancestral, y sobre todo de
los posibles efectos toxicos. Esto hagenerado un area investigacion y de oportunidad

para los cientificos. (Kats y Baltz, 2016).

Actualmente en diversos paises*y_sobre todo en comunidades, su poblacion utiliza
frecuentemente diversos tipos de-remedios,naturales empleando el uso de plantas,
pues consideran que por ser de origensmatural no representa un dafo a la salud (Gray,
et al., 2006). Sin embargo, a medida que_ha ido ereciendo de forma indiscriminada el
uso de plantas como medicina alternativa'en la atencion primaria para tratar diversas
patologias, también crece el nimero de incidencias y casos sobre diversas reacciones

adversas y casos de intoxicacion (Ramawat, 2004).

4.1. Impacto del uso de las plantas medicinales en la actualidad.

En la actualidad hay un gran interés en el uso de las plantas medicinales y este uso
deriva principalmente del conocimiento empirico que las personas han obtenido a
través de los afios. Este conocimiento ha tenido gran relevancia, pues se'ha logrado

tratar y curar padecimientos (Martinez Avila y Gomez Lépez, 2013)
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Y es“que, dentro de su composicion las plantas contienen una gran diversidad de
moléculas quimicas que expresan una o diversas actividades biolégicas (DeCorte,
2016). Estas moléculas también son conocidas como metabolitos secundarios y se
hayan distribtidos en toda la planta como, por ejemplo: las hojas, raices, tallos, frutos,
etc. Son productos del metabolismo secundario de la especie vegetal, lugar de donde
proviene su noembre. El identificar los metabolitos de una planta es de suma
importancia, pues de)esta forma se puede encontrar al responsable de la accion
bioldgica. De esta manera, se puede también hacer una seleccidbn mas certera de las
especies a estudiar, asi/como asignarles un espectro mas amplio de posibles
aplicaciones (Davey, 2017Gonzalez, et al., 2004; Ruiz y Mejia, 2020).

4.1.2 Uso de plantas medicinales«en el tratamiento de diversas enfermedades.

El uso de las plantas medicinales para curar y tratar diversas enfermedades, es una
practica ancestral y es también\ una alternativa a la medicina moderna.
Desafortunadamente, aunquesse»condzcan de manera empirica las propiedades
bioldgicas de una planta, normalmente no{se.conoce la composicion exacta de sus
metabolitos, lo que puede ocasionar dafos a-la salud, sobre todo si se le usa
indiscriminadamente (Fiehn, 2002).

La OMS ha mostrado la relevancia de las/plantas medicinales en el tratamiento de
varias enfermedades y a nivel econémico hoy en dia. Demostrando que es mucho mas
econdémico utilizar una planta que un medicamento (Patti"et al., 2013; Sepulveda, et
al., 2003).

4.2 Ciencias que estudian a las plantas medicinales.

Son dos las ciencias que se dedican al estudio de las plantas”medicinales: la
fitoquimica y la farmacognosia. La fitoquimica permite identificar los componentes
activos de las plantas, mientras que la farmacognosia se ocupa de-estudiar los
compuestos con actividad bioldgica provenientes de las plantas. Por otrQ fado, la

farmacologia, es una ciencia complementaria de las dos anteriores, que estudia el
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efectd que los metabolitos secundarios de las plantas ocasionan en el organismo.
(Kuklinski, 2000; Gonzalez, et al., 2004; Waizel, 2006).

Los avances cientificos han crecido a pasos gigantescos en los Ultimos afios,
generando yn_gran impacto en la investigacion. La investigacion médica también se
ha visto favorecida por este hecho, ya que se ha permitido el desarrollo de las ciencias
"Omicas”, por ejemplo, la metabolémica. Estas ciencias, en conjunto con las técnicas
analiticas, permiten-identificar y obtener datos mas precisos de un gran nimero de
moléculas implicadas en~el funcionamiento de un organismo y complementadas con
otras técnicas analiticas‘que permiten obtener datos de forma mas precisa y veraz
(Frigolet y Gutiérrez-Aguilar,i2017; Watson y Preedy, 2008).

4.2.1 Ciencias 0micas.

De manera general, a las ciencias/émicas se les conoce como: el conjunto de
tecnologias que permiten el congcimiento de los sistemas bioldgicos complejos a nivel
molecular. Este conocimiento permite obtener una perspectiva holistica del individuo a
través del funcionamiento de sus(células y la influencia que tiene el ambiente sobre el
organismo, es decir, las relaciones e interacciones.entre los componentes internos y
los elementos externos con los que un’ organismosinteractia (Rocha-Viggiano, et al.,
2018).

En el campo de la salud las ciencias 6micas permiteny no solo caracterizar los
comportamientos de las células, tejidos y 6rganos a nivel molecular, profundizando en
la comprension integral tanto de las enfermedades como de los"estados de salud, sino
que, ademas, a través de estrategias basadas en su uso, ayudan en el diagndstico
temprano y no invasivo de las enfermedades, en la eleccidén del mejor tratamiento y en
el planteamiento de nuevas estrategias de intervencion preventiva; En.este sentido, a
lo largo del tiempo se han establecido diferentes ciencias pertenecientes al tipo
“dmicas”, como lo son: gendmica, la transcriptomica, la epigendémica, la proteémica y
la metabolomica. Sin embargo, cada una de ellas ha ido creciendo a medida’'gue se

ha ido adquiriendo mayor informacién y datos. Pues todas estas ciencias tienen
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grapdes aportaciones en el conocimiento general de los temas biol6gicos, ademas
que “Significan un gran aporte en el desarrollo y busqueda de aplicaciones
biotecnolégicas en el descubrimiento de nuevos farmacos (Figura 1; Benitez, et al.,
2019).

/ GENOMA EPIGENOMA \ / TRANSCRIPTOMA \ PROTEOMA / METABOLOMA

_ Metabolitos

f—% o

—

@ EPIGENOMICA TRANSCRIPTOMICA PROTEOMICA METABOLOMICA

Figura 1. Ciencias dmicas y su relacion entre ellas. Tomado de benitez, et al.,
2019.

4.2.2 GenOmica.

La gendmica es la ciencia que se“basa enel'estudio del genoma, es decir en el estudio
del conjunto de secuencias de' acido desoxirribonucleico (ADN) que hay en un
organismo y esta ciencia deriva del campo‘de-~la. genética que intenta conocer el
contenido, funcién y evolucion molecular del ADN.(Lépez, 2012). Ademas esta ciencia
se caracteriza por contener dos ramas que.se conocen como gendmica estructural que
se basa principalmente en la caracterizaciébn e idéntificacion de las diferentes
secuencias que conforman a la molécula del ADN, que permiten la obtencion de los
diferentes mapas genéticos de los organismos y la gendémica funcional, es una
disciplina enfocada principalmente en la recoleccion sistematica‘de informacion sobre
las funciones de los genes, asi como de las secuencias funcionales del ADN que no
codifican para proteinas con el fin de conocer mejor el funcionamiento del genoma en
Su conjunto a través de los diferentes patrones de expresion; se puede”decir que
complementa una parte entre ese conocimiento de la identificacion de secuencias y de

la funcién primordial de los genes. (Pierce, 2009).
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Ambas ramas conciben ir mas all4 de una simple descripcién de un gen, pues permiten
identificar las variaciones presentes en el genoma, expresado en distintos niveles que
van desderla expresion de ARNs mensajeros hasta la produccion de metabolitos que

componen-un_sistema biolégico (Horton y Lucassen, 2019).

4.2.3 Epigenomica.

Es la ciencia que se'basa en el estudio general de los cambios reversibles del ADN y
ARN o de las proteinas\gue se encuentran asociadas a este y que tienen como funcion
actuar como elementos funcionales de regulacion en la expresion genética de una

célula sin verse alterada su secuencia de ADN (Garcia-Vallejo, 2011).

De igual forma esta ciencia seaplica al estudio de las complejas modificaciones que
se producen en la cromatina, tanto_en su modificacion quimica como en los cambios
topologicos condicionados por efectos ‘internos y ambientales. Siendo una conexion
entre el ambiente y la expresion de los diferentes genes de un organismo (Wilson, et
al., 2020).

4.2.4 Transcriptémica.

Se basa principalmente en el estudio del’ conjunto~en la expresion génica de un
organismo o de células especificas que se encuentransbajo circunstancias concretas,
es decir es el estudio del conjunto de ARN donde abarca todas las moléculas de ARNm
mensajeros y ARNs no codificantes. Y estas son muy variahles debido a los diferentes
genes que se expresan en un momento dado, siendo asi, ‘upa ciencia que ofrece
mucha informacion de gran interés, pero variables a través del tiempo, debido a que
indica que genes se expresan en una célula, tejido u organismo en especifico (Joseph,
2017; Giacomello, 2021).

A través de la transcriptdmica y la secuenciacion de nueva generacion, hay\en dia se
puede alcanzar y tener un nivel de detalle sin precedentes en la comprensign de los

fenotipos celulares (Chambers, et al., 2019).
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4.2 5Protedmica.

La proteémica es la ciencia que estudia a gran escala todo el conjunto de proteinas,
gue van_desde su estructura hasta su funcion, expresadas en una célula, tejido u
organo bajo ciertas condiciones y localizacion especifica. Las proteinas por otra parte,
son vitales paraftes organismos vivos, ya que son uno de los principales componentes

de las diversas rutas metabolicas de las células (Aslam, et al., 2017).

Las proteinas sufrem’cambios estructurales posteriores a su sintesis conocidos como

modificaciones postraduecionales. Esto afecta tanto en la estructura como la funcion
de una proteina. Mientras el genoma es practicamente invariable, el proteoma no solo
se relaciona de una célula en otra célula, sino que también se modifica acorde a las
interacciones bioquimicas con el genoma y el ambiente (Monti, et al.,, 2019).
Finalmente, esta es una ciencia relativamente reciente, pues para su identificacion ha
sido necesaria la consolidacion de otras técnicas que permitan la deteccidén de estas
moléculas mediante técnicas”como lo sonsla espectrometria de masas aplicada al
analisis de moléculas biolégicas+y elcrecimiento exponencial en el nimero de entradas
correspondientes a genes o proteinas.en las’hases de datos (Kelly, 2020; Williams, et
al., 2020).

4.2.6 Metaboldmica.

La metabolomica se define como una de las ciencias dGmicas emergente en biologia
que tiene como principal objetivo el descifrar el perfil metab@lico en sistemas complejos
a través de técnicas analiticas y analisis de datos multivariados_los cuales permiten
un analisis de alto rendimiento de moléculas pequefias (metabolitos) en biofluidos y
tejidos que dan perfiles metabdlicos como producto final, ofreciendo un enfoque
holistico en la exploracion de los detalles moleculares de multiples facteres en todo un
organismo biolégico y el conjunto de metabolitos expresados en una muestra biolégica
se denomina metaboloma . El desarrollo de tecnologias capaces de extraér y analizar
estos datos moleculares ha revolucionado la aplicacion de la metabolomiea~en el

andlisis de organismos y procesos biolégicos relevantes (Zhang, et al., 2012). La
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comparacion de estos perfiles de diferentes fenotipos se puede utilizar para identificar
cambios:. metabdlicos especificos que conducen a la comprension de las vias
bioquimicas, combinaciones complejas de biomarcadores, efectos toxicos vy

progresion-de la enfermedad (Park, et al., 2016).

La metabolémica-nos permite analizar el perfil metabolico de una muestra, de forma
cuantitativa y cualitativa. Se pueden encontrar metabolitos especificos relacionados
con el desarrollo de-una enfermedad o con la respuesta a un tratamiento nutricional o
farmacoldgico (Griffiths] etal., 2008; Lindon, et al., 2007).

4.2.7 Aplicaciones actuales.de las ciencias émicas.

Las ciencias 6micas desempefiancun papel muy importante en el desarrollo de la
medicina personalizada de precision\(MPP) que contribuye a mejorar la prevencion, el
diagnoéstico, el tratamiento y el seguimiento, de forma individualizada para cada
paciente (Benitez, et al., 2019);

A patrtir del conocimiento derivado de la integraecion de las diversas ciencias dmicas y
tras la aplicacion generalizada de las tecnologids especializadas, seré posible explicar
mejor los fenotipos tanto fisioldgicos coma patologicos en cada individuo. De esta
manera, en el futuro sera posible contar con informaeidn que refleje la complejidad
biolégica de los sistemas vivos, ayudando a la comprension de los mismos y
proporcionando una vision holistica, asi como generalizando el enfoque especifico
sobre cada patologia que ayude a la bausqueda e identificacionde nuevas moléculas
para el tratamiento farmacolégico (Figura 2; Benitez, et al., 2019; Rocha-Viggiano,et
al., 2018).
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Figura 1. Principales aplicaciones de las ciencias 6micas en las areas de mayor

impacto de la medicina con relaeion a la MPP. Tomado de Benitez, et al., 2019.

4.2.8 Enfoques metabolémicos.

El estudio metabolémico se puede enfocareén dos lineas principales que van desde un
enfoque dirigido o no dirigido. ‘ElI"' enfoque~smetabolomico biodirigido, tiene como
principal funcién detectar y cuantificar.de forma’precisa, un metabolito, 0 un conjunto
de ellos, que tienen relacion con una _enfermedad y que han sido previamente
identificados y reportados (Zubiri-Gaitan, 2018). Defigual forma es un tipo de estudio
empleado para verificar algiin mecanismo molecular, en particular para demostrar una
hip6tesis de causa de una enfermedad o algun blanco niolecular de un medicamento
(Rocha-Viggiano, et al., 2018).

Por otra parte, en el enfoque no dirigido se enfoca en identificar. [as sefiales de todos
los metabolitos presentes en el metaboloma de manera general y se.obtiene un perfil
que logre caracterizar el tipo de muestra analizado, permitiendo la ‘cuantificacion,
aungque de manera menos precisa y Util en la comparacion entre individuos o grupos
(Zubiri-Gaitan, 2018). Hoy en dia, este tipo de estudio, se ha enfocado sobre todo en

la busqueda de biomarcadores para el diagnéstico temprano de enfermedades, & partir
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del perfil de metabolitos que caracterizan una enfermedad en comparacion con los
individues sanos. (Figura 3; Rocha-Viggiano, et al., 2018).
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Figura 2. Esquema simplificado de un analisis metabolomico dirigido y no dirigido.
Tomado de Canuto et al., 2018.

4.3 Técnicas analiticas empleadas en los estudios metabolomicos:

Uno de los grandes desafios de estos analisis se debe a la gran diversidad quimica
gue presentan los metabolitos que componen el metaboloma. Por esté motivo, esta
disciplina necesita el uso de varias técnicas (Figura 4; Krastanov, 2010). En-os.ultimos
afnos, se han implementado varias técnicas analiticas instrumentales, que, mediante

el desarrollo de métodos innovadores, permiten obtener el metaboloma general de una
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muestra y dentro de dichas técnicas destacan: Resonancia Magnética Nuclear (RMN),
Cromategrafia Liquida acoplado a Espectrometria de Masas y Cromatografia de
Gases acoplado a Espectrometria de Masas (Fuhrer y Zamboni, 2015; Putri, et al.,
2013).

Metabolomica

e
Figura 3. Técnicas analiticas para/aberdar la metabolémica en dependencia de

la clase de compuestos a estudiar. Tomado de Benitez, et al., 2019.

Entre las técnicas analiticas mas utilizadas en los estudios de metabolémica se
consideran las técnicas de separacion y de deteccion. Las'téenicas mas utilizadas son
LC/MS Y GC/MS (Naz, et al., 2014). Tras la separacion y~el analisis por el
espectrometro de masas, cada metabolito tendra una relacion m/z y un tiempo de
retencion caracteristico, que se corresponde al tiempo transcurride™desde que la
inyeccion de la muestra en el sistema de separacion hasta que es detectado en el
espectrometro. Esta informacion adicional es de gran utilidad paralayudar a la

identificacion de los metabolitos (Gil de la Fuente, et al., 2018).
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4.3.1 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC/MS).

La cromatografia liquida es una técnica de gran versatilidad que permite detectar una
gran cantidad de metabolitos, de amplio rango de peso molecular. La fase movil
utilizada en(esta técnica es un liquido y la fase estacionaria es un sélido poroso
conocido como celumna cromatografica (Gariglia, et al., 2010). Este tipo de tecnologia,
que permite aumentar la eficacia de la técnica. Tiene la particularidad de que las
particulas que recubren-el interior de la columna cromatografia tienen un tamafio muy
pequefio, de 3-10 um aproximadamente (Romero, et al.,, 2007). Este tamafio de
particulas requiere altas presiones del sistema para una separacién 6ptima. Se
diferencian dos tipos de cromatografia liquida segun las fases utilizadas: fase normal
y fase reversa (Pang, et al., 2016;\Sana, et al., 2008).

La espectrometria de masas es una técnica analitica basada en la deteccion de iones
que se separan en funcion dessu relacion masa/carga (m/z), al aplicar un campo
electromagnético (Artati, et al.,22022). Los elementos que conforman un espectrémetro
de masas son: un inyector de muestra, ufa_fuente de ionizacién, un analizador de
masas, un detector y un sistema de analisis de dates (Figura 5). El analisis comienza
con la inyeccién de la muestra en el equipo. Esta, muestra pasa por la fuente de
ionizacion que generara los iones que seran luego”separados en el analizador, en
funcién de su relacion m/z. La fuente de ionizacion les“da carga a las moléculas y las
fragmenta, siguiendo un patrén de ionizacion caracteristieco_para cada metabolito, que
se utiliza posteriormente en la identificacion (Dunn, et al., 2013).

Por ultimo, el detector es el mecanismo que capta las moléculas cargadas y devuelve

los resultados en un espectrograma de masas. En estos espectros el eje\"X” representa

la relacion m/z y el eje “y” la abundancia relativa de los metabolitos detectados (Martin-
Gomez y Ballesteros-Gonzalez, 2010). La identificacion de los compuestas se logra
mediante la asociacion de las masas obtenidas con masas conocidas e identificadas

y mediante el patrén de ionizacion caracteristico (Dunn, et al., 2013).
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Figura 4. Esquema generaldel analisis metabolémico mediante la técnica de LC/MS.
Tomado Zubiri-Gaitan, 2018:

4.3.2 Aplicaciones de LC/MS.

Las principales aplicaciones de la \LC/MS, se encuentran en los campos de la
investigacion farmaceéutica y flazbiologia /molecular. La primera se centra en el
descubrimiento de nuevos metaholitos secundarios con actividad biol6gica, en tanto
que la segunda se basa en estudigs de estructura de las proteinas. Por otro lado,
debido a que en los alimentos se pueden encontrar un gran nimero de sustancias
toxicas tales como plaguicidas, medicamentos vetérinarios y acrilamidas a muy bajas
concentraciones, es importante su analisis medioambiental. La situacion es similar en
la medicina forense, pues se pueden encontrar residuos<organicos y nitrocelulosa en

la escena del crimen (Mayolo-Deloysa, et al., 2012).

Mediante la metabolémica se logra analizar diversos biomarcaderes potenciales de
forma simultanea. Debido a la complejidad de las muestras, el investigador necesita
una extraordinaria resolucion, precision y sensibilidad de masa{ asi,como un
sofisticado software de analisis de datos que complemente al equipo: Por su gran
sensibilidad y rendimiento optimo en el rango m/z, el LC/MS Q-TOF aunado a un
software adecuado, es el equipo perfecto para llevar a cabo un analisis metaboltmico

(Martin-Gémez y Ballesteros-Gonzalez, 2010).
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4.3.3" Introduccion a la instrumentacion de LC/MS aplicada en analisis
metaboldmico de plantas.

En la literatura, ha sido demostrado de manera amplia, el gran impacto que ha tenido
el uso de larcromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas (LC/MS), en
la determinacidnede los diversos perfiles metabdlicos de las plantas. Demostrando asi,
que es una herramienta que permite tener una eficacia en la investigacion biomédica,
especialmente en gl caso del andlisis de muestras biologicas naturales complejas
provenientes de plantas que carecen de estudios cientificos que avalen su alto

potencial, tanto benéfica_como toxico en el ser humano (Gariglia, et al., 2010).

Estudios reportados sefialan/que mediante el uso de LC/MS se determinaron diversos
metabolitos secundarios preséntes en las especies vegetales: Eugenia stipitata,
Sageretia elegans, Byrsonima arthropoda, Spondias mombiny y Rubus rosaefolius; Se
identificaron un total de 18 compuestos en el extracto de Eugenia stipitata, en
comparaciéon con 31 compuestos en_.Sageretia elegans, 22 en Byrsonima
arthropoda,19 en Rubus rosaefolius y. 6 en Spondias mombiny. Dentro de este grupo,
se encontraron metabolitos identificados “Como &cidos hidroxibenzoicos, é&cidos
hidroxicinamicos, flavonoides, antocianinas y elagitaninos, varios de los cuales fueron
identificados por primera vez en estas“especies y_se demostrd que estas especies

poseen una actividad antiinflamatoria (Soares, et al.;».2019).

Existen, ademas, estudios de LC/MS de Bacopa monieri, una.planta medicinal utilizada
ampliamente como potenciador de la memoria. Lat caracterizacion de los
constituyentes quimicos de la planta, mostr6 como compenentes principales las
saponinas jujubogenina y pseudojujubogenina, como sus glucosidas. También se
pudieron identificar: el tipo de azucar contenida en la aglicona, flavonéides y alcalbides
(Nuengchamnong, et al., 2016).

Por otra parte, se reportdé de que en el género Rumex, una especie vegetal utilizada
como alimento o para el tratamiento de diferentes enfermedades (estrefiimiento,

diarrea, hinchazén, trastornos renales), se identificaron y caracterizaron 60 nuevos
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compuestos utilizando LC/MS en modo negativo. Los compuestos encontrados
posefanfuerte actividad antioxidante y fueron clasificados en 12 familias, por ejemplo:
flavonolesyflavanoles, flavonas, acidos hidroxibenzoicos y taninos condensados. El 3-
O-glucuronido. de quercetina y el galato de (-)-epicatequina fueron los compuestos

fendlicos mas abundantes en hojas y tallos respectivamente (Abidi, et al., 2019).

4.4 Cromatografia.de gases acoplado a espectrometria de masas (GC/MS).

La técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas es una
técnica altamente sensible*y reproducible, por lo que se ha utilizado con éxito en la
identificacion y cuantificacién-de los componentes de aceites esenciales de las plantas
medicinales (Abolghasemi y'Riryaei, 2020). Se considera asi, una de las principales
plataformas analiticas utilizadasren.el campo de la metabolémica. Con la llegada de
las columnas capilares y la computacion mejorada que permite velocidades de
adquisiciéon de datos mas rapidas, la GC/MS se ha convertido en una tecnologia
robusta para la separacion y-ewgantificacion eficiente de unos pocos cientos de

metabolitos de un solo extracto de'muestra{(De Souza, 2013).

En general, las muestras a analizar"por esta técnica se volatilizan antes de su
separacion mediante el uso de una columna llamada capilar y con ayuda de una fase
estacionaria apta para el analisis de los compuestos.de interés a analizar (De Souza,
2013). Los compuestos separados se eluden medianteun espectrometro de masas
equipado con una fuente de ionizacion por impacto de electrones, provocando asi una

marca espectral de masas cuantificable (Abolghasemi y Piryaei;"2020).

4.4.1 Caracteristicas de GC/MS.

La cromatografia de gases se realiza hoy en dia, en gran parte con columnas capilares,
es una técnica que depende de la velocidad de movimiento de un compuesto (en fase
gaseosa) a través de la columna, impulsado por la fase movil (gas portador). Esta
técnica se realiza a altas temperaturas, por lo que los compuestos a analizar deben

cumplir dos requisitos previos que son: la volatilidad y la estabilidad térmica. Una'vez
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guessalen de la columna, los compuestos pasan al equipo de masas, sitio donde son
convertidos en iones y separados por campos eléctricos 0 magnéticos, antes de pasar
al detector(Wheeler, et al., 2006). Debido a que la técnica involucra electrones e iones,
gue reaccionarian o serian dispersados por el aire, un MS opera bajo vacio. La fuente
de iones se ‘calienta para garantizar que las moléculas estén en fase gaseosa. Las
moléculas se fragmentaran en la MS segun el proceso de ionizacion y la fuerza de los
enlaces quimicos dentro de la molécula. El patron de fragmentacion de los iones
generados, es basicamente la huella digital de una molécula. En un espectro de Masas
los fragmentos se separan‘de acuerdo a su relacion masa/carga (m/z), por lo que se
puede observar el porcentaje,y la masa de cada uno. Los datos obtenidos de la
fragmentaciéon de cada compuesto,. se pueden comparar con los de una biblioteca de
espectros de compuestos conocidos, lo que puede permitir su identificacion
(Abolghasemi y Piryaei, 2020). El eéspectro representa el nimero de fragmentos. Los
movimientos que llegan al detector y los tamafios de los fragmentos se registran como
una relacion masa a carga (m/z)> El espectro se puede comparar con los de una
biblioteca de espectros de compuestos conocidos. Ademas, el espectro puede derivar
una férmula empirica y de la naturaleza de la fragmentacion, se puede ensamblar la
estructura completa a partir de las subestructuras moleculares, similar a un
rompecabezas. Para el andlisis cuantitativoslas intensidades de las sefiales asociadas
con las moléculas y fragmentos ionizados pueden correlacionarse con la cantidad del
analito. Dependiendo de la resolucion de la MS, el ion se‘puede determinar como un
namero entero con una resolucion de MS baja 0 como una masa exacta con varios

decimales con una resolucion de MS alta (Papadimitropoulos,-etal., 2018).

4.4.2 Componentes principales de la técnica de GC/MS.

Un equipo de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de_masas tiene 7
componentes primordiales, que se describiran a continuacion: 1) un inyector para
introducir la muestra al equipo de cromatografia, 2) una columna con gas acafreador
para separar los compuestos, en caso de que provengan de una mezcla./3) Un

controlador de flujo de la muestra gaseosa del cromatografo de gases hacia el equipo
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de masas, 4) un analizador de masas para permitir la separacion de los iones, 5) un
detector.para registrar la abundancia de los iones presentes en la muestra, 6) un
amplificader para intensificar la sefal a limites medibles y 7) una computadora con el
software adecuado para el analisis de los datos (Figura 6; Abolghasemi y Piryaei.,
2020; Wheeler,.et al., 2006).

Amplificador
Cromatografia ﬁ — PC

. degases » Cromatograma
lnyeccion de

la'muestra

Detector

ﬂ Inyector

Gas - Columnag

acarreador capilar |

Figura 5. Componentes generales.de la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS). Tomado de Wheeler, et al., 2006.

4.4.3 Introduccién a la instrumentacion .de- GC/MS aplicada al analisis

metabolémico de plantas.

En los dltimos afos, se han logrado avances considerables en el desarrollo de
tecnologias analiticas, para medir e interpretar perfiles de metabolitos complejos. Sin
embargo, dado el amplio rango dinamico y quimico de oS ‘metabolitos de bajo peso
molecular en mezclas bioldgicas, no es posible analizar todos/10s.metabolitos de bajo
peso molecular con una sola plataforma analitica (Want y Masson; 2011; Abolghasemi
y Piryaei, 2020).

Desde su introduccién en las ciencias émicas, la metabolémica ha mostrado una gran
eficacia en el analisis de los componentes de las plantas. Debido a esto, ‘elinterés por
técnicas analiticas que complementen la identificacion de los compuestos (de una
muestra se ha incrementado. La cromatografia de gases acoplada a espectrogmetria

de masas (GC/MS), es una técnica altamente sensible aplicable al analisis~de

25
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

compuestos organicos volatiles (COV), asi como a compuestos semipolares
presentes en las plantas como metabolitos secundarios (p.ej. los aceites esenciales),
por lo quefes ampliamente utilizada en metabolémica. Sin embargo, la técnica se ve
limitada por€ltiempo excesivamente largo que se necesita para preparar una muestra
(Allwood y Geaodacre, 2010).

4.5 Generalidades de Eryngium foetidum.

Eryngium foetidum es’tuna hierba tropical, bienal y de olor penetrante que crece mejor
en condiciones hiumedas en bancos abiertos o en pastizales (Paul, et al., 2011). Las
hojas oblanceoladas tienen margenes dentados, una espina amarillenta, tienen una
longitud de 8 a 20 cm y creecen.en un patron de roseta basal. Las inflorescencias
blanquecinas nacen en brotes larges (30-50 cm) como un césped apical conspicuo.
La fruta es globosa a ovoide y esté cubierta con protuberancias redondeadas de 1-2
mm de largo (Figura 7). A pesar,del uso generalizado de esta hierba como alimento
y como agente etnomedicinali-solo reCientemente ha habido una proliferacion de

investigaciones fitoquimicas en la planta (Pauly et al., 2011).

‘_/.’,/. i (== # AV Rse N 7’?‘ Py s "r;lr,{/«.

Figura 6. Planta de Eryngium foetidum tomado de Lopez-Rivera,2020.

4.5.1 Usos tradicionales de Eryngium foetidum.

Esta planta se ha utlizado de forma tradicional con fines medicinalesy para el
tratamiento de diversos padecimientos. Cada parte de la planta se usa parajun

padecimiento diferente, por ejemplo: quemaduras, otitis, fiebre, hipertension,
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estrefiimiento, asma, dolor de estémago, infertilidad, mordeduras de serpiente,
diarreassmalaria y antihelmintico. Los antiguos mexicanos la usaron principalmente

para calmar, los dolores, p.ej.; el dolor de estdbmago. (Paul, et al, 2011).

4.5.2 Antecedentes de la seleccion e identificacion de la especie vegetal.

Previamente, en'el grupo de investigacion del laboratorio de Quimica organica y
Quimica farmacéuticayy-Productos Naturales del Centro de Investigacion de Ciencia y
Tecnologia Aplicada de)Tabasco (CICTAT) de la Universidad Juarez Autbnoma de
Tabasco, se obtuvo el extracto hexanico de las partes aéreas de la planta Eryngium
foetidum, para ello se seleccienaron ejemplares en condiciones 6ptimas; recolectando
asi ejemplares de hojas, tallas; raices, flores, fruto u otras estructuras reproductivas

desarrolladas de la especie vegetaly(Ocampo-Medina, 2019 y Lopez-Rivera, 2020).

La colecta se realizo por triplicado,_incluyendo su inflorescencia para su posterior
diseccion. De acuerdo al orden/de colecta,.se le asigné un numero de identificacion
con numero de voucher 35776 en.a-coleccion de plantas vasculares del herbario de
la Divisibn Académica de Ciencias_Bioldgicas de la Universidad Juarez Autonoma de
Tabasco. La especie vegetal fue recoleCtada en(la localidad de La Rancheria La Piedra
primera seccién Cunduacan, Tabasco «(18°0510.5” N, 93°1529.6” W; Ocampo-
Medina, 2019 y Lépez-Rivera, 2020).

Se llevé a cabo la limpieza de las especies vegetales. para la eliminacién de
contaminantes externos como el polvo y otras particulas ajenas a la planta; la
separacion, a partir de los tallos hojas e inflorescencia; la desecacion a temperatura
ambiente durante 3 semanas a la sombra y la fragmentacion en-una licuadora marca
American® de dos velocidades, para posteriormente ponerlas .n contacto con

disolventes (Vazquez-Cancino, 2020).

Concluida la molienda, se pes6 el material vegetal por separado en una’/balanza
analitica de marca Ohaus®, y se realiz6 la maceracién con hexano (CsH14) durante 72

h. Posteriormente, se filtr6 cada macerado y concentr6 en el rotavapor marca
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Yamato®, modelo BM400, a 40° C a 180 revoluciones por minuto (r.p.m.). Esto se
realiz6.de manera consecutiva por triplicado con el mismo disolvente, para obtener el

extracto fimal (Vazquez-Cancino, 2020).

4.5.3 Antecedentes fitoquimicos de Eryngium Foetidum.

Las hojas de Eryngium foetidum contienen un 90 % de agua, pero tienen alta
concentracion de gCareteno, calcio, hierro, vitamina B1 (tiamina), vitamina B2
(riboflavina), vitamina’€, vitamina A y proteinas. El aceite esencial de la hoja es rico
en aldehidos alifaticos, la mayor parte son q, B-insaturados. EI compuesto principal es
E-2-dodecenal (60 %), ademds 2,3,6-trimetilbenzaldehido (10 %), dodecanal (7 %) y
E-2-tridecenal (5 %) han sidoidentificados (Jaramillo, et al., 2011; Rodriguez y Castro,
2014). Se ha descrito que el @aceite esencial de las hojas frescas de Eryingium
foetidum, obtenido mediante destilacion por arrastre de vapor de agua, contiene: 1-
metiletilbenceno, 1-metil-2-(1-metiletil)benceno, 2,4,6-trimetilfenol, dodecanal, 2-
dodecanal, 2,4,5-trimetilbenzaldehido, acido 2,4,5-trimetilbenzdico, octadecano y los
acidos miristico y linoléico. Pruebas’'biolégicas.in vitro, mostraron que el aceite posee

propiedades antibacterianas. (Kinghorn, et al.{ 2011; Rodriguez y Castro, 2014).

4.5.4 Antecedentes biolégicos de Eryngium foetidum.

Estudios etnofarmacolégicos afirman que la planta es utilizada emenagogo, aperitivo,
antiescorbutico, antirreumatico, antiséptico, antiemético, carminativo, para el dolor de
cabeza, gripe, hemorragias, dolor de estébmago, convulsiones, diarrea, tos y
espasmos. Las hojas de Eryngium foetidum han sido utilizadas para el tratamiento de
la diabetes, hipertensién arterial, convulsiones, gripe, asma, infecCiones vaginales,
diarrea y malaria, las raices son utilizadas en las infecciones por parasitos; en cuanto
a su semilla es considerado afrodisiaco y emenagogo (Paul, et al., 2010)."Por otra
parte, se ha descrito que la planta entera puede causar infertilidad en mujeres, sin

embargo, ayuda a controlar los colicos menstruales, auxilia en caso de mordedura.de

28
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

serpiente, es utilizada como antiparasitario, para inducir aborto y antiinflamatorio
(Dawilasset al., 2013). Los extractos metandlicos y de acetato de etilo de Eryngium
foetidum_son considerados poseen actividad antimicrobiana contra S. aureus, S.
epidermidis;"B. subtilis, E. coli y P. aeruginosa (Kouitcheu, et al., 2016; L6épez-Rivera,
2019; Rodriguez.y Castro, 2014).

El uso empirico (autoprescripcion, falta de conocimiento de la planta) e indiscriminado
(abuso de la dosis) de Eryngium foetidum, han conducido algunas veces a la
intoxicacion de las personas que lo toman. (Garcia de Alba, et al., 2012 y Sanchez-
Flores, 2013).

En estudios previos realizados, en el laboratorio de Quimica organica y Quimica
farmacéutica y Productos Naturales del Centro de Investigacion de Ciencia y
Tecnologia Aplicada de Tabasco (CICTAT), se determiné la concentracion letal media
(CLso) del extracto hexanico de Eryngium foetidum evaluado mediante el modelo del
pez cebra (Danio rerio). Durante’la estandarizacién del modelo, se pudieron observar
los diferentes estadios de las faSes-embrionarias del pez, se adquirié la capacidad
para descartar embriones por coagulacion y'segpudieron observar especimenes de
larva post-eclosion, después de un periodo superior a 72 hpf. Como resultado, cuando
se probé el EHEf, se encontr6 que éste produjo diversos dafios teratdgenicos durante
el desarrollo del embrién, como malformacion de la‘cabeza, del saco vitelino y de la

regiéon caudal (Figura 8).
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Figura 7. Micfofotografia sobre el deéarrollo embrionario del EHEf probados a la

o

méaxima concentracion: A) embfion de 2+hpf en vehiculo control negativo, B)
embrién coagulado, C) pos-larva sin-malformacion de 72 hpf en control negativo,
D) malformacion de cabeza a las 72/hpf, E) 'wmalformacion de edema en saco

vitelino a las 72 hpf, F) malformacion de region caudal a las 72 hpf.

El porcentaje de supervivencia de los embriones respecto del EHEf de la especie
vegetal, se determind graficamente, encontrandose que .la supervivencia era
dependiente de la concentracion y del tiempo de exposSicion al EHEf. Las
concentraciones evaluadas fueron de: 0.0033, 0.033, 0.33, 0.3 y 33 pg/mL.
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Tabla 1. % de supervivencia del extracto hexanico de la especie vegetal Eryngium

foetidum.(EHEY).

% Supervivencia

Concentracion pug/mL

Especie vegetal’| Tiempo h

0.0033 0.033 0.33 3.3 33

6 100 100 100 100 100

12 100 100 100 100 100
Eryngium 24 91.666 91.666 91.666 83.333 83.333
foetidum 48 91.666 91.666 83.333 75 83.333
72 91.666 91.666 75 58.333 83.333

100 91.666 91.666 66.666 50 25

En la grafica 1 se representa el comportamiento obtenido sobre él % de supervivencia

de los organismos vivos en relacion-al tiempo en horas, utilizando el extracto hexanico

de Eryngium foetidum los cuales fueron evaluados de mayor a menor concentracion

como se observa en la tabla 1, y-Se reporta que este porcentaje aumento o disminuyo

a través del tiempo; en el cual 'se comportaren de una manera similar al control

negativo utilizado, es decir, a concentraciones hajas la supervivencia de los embriones

fueron mas altas y a concentraciones mas.altas la’supervivencia del total de embriones

evaluados en cada pozo fue menor.

31

DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

EHEf
1009 @ @@
®eod
y B
T 601 =k
&
3 A=
)40+
S
? 6
20+
0-
006 12 24 48 72100
Tiempo (h)

Grafica 1. Gréfica de supervivencia de losgembriones evaluados en el modelo del
pez cebra expuestos al extracto hexanicoldesEryngium foetidum (EHEf). Control
negativo con agua de garrafén [(-->-), Coneentracion 0.0033 pg/mL (-<-),
concentracion 0.033 pg/mL (-A-), concentracion 0:33 ug/mL (+-®-+), concentracion
3.3 ug/mL (-o-), concentracion 33 pg/mLy(==©--).

En la Grafica 2, se puede observar el porcentaje de mortalidad de los embriones del
pez cebra a diferentes concentraciones del EHEf. Mediante”un_analisis Probit, se
encontré una CI50 de 4.14 mg/mL para el EHEf, demostrandosé\asi la toxicidad del
extracto. El limite de confianza de la prueba fue del 95%, con una.R? de 0.9895.
(Gréfica 2; Vazquez-Cancino, 2020).
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Grafica 2. Determinacion del efecto toxicoldgico del extracto hexanico de la

especie vegetal Eryngium foetidum-Observando la mortalidad en concentraciones
logaritmicas, usando los embriones del pez cebra. Tomado de Vazquez-Cancino,

2020.
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JUSTIFICACION
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5. JUSTIFICACION

México_es uno de los paises con mayor uso tradicional y con una biodiversidad de
especies vegetales que se emplean en remedios naturales en el uso de la medicina
herbolaria. EnJa actualidad, se sabe que el 80 % de la poblacion utiliza las plantas
para su atencion primaria en general, la gente que utiliza las plantas cree que, por ser
de origen natural,y no un compuesto sintetizado en un laboratorio, son amigables con
el organismo, sin embargo, algunos de estos compuestos son altamente toxicos, por
lo que es de vital importancCia.determinar la toxicidad de los extractos de plantas usadas
en la medicina tradicional parasvalidar su uso seguro (Cambridge, 2019).

Debido a los pocos estudios‘reportados sobre los efectos toxicos de ciertas plantas, y
el gran uso que se les da, es porello que la presente investigacion busca determinar
el perfil metabolémico a partir de la anotacion de iones del extracto hexanico de la
especie vegetal Eryngium foetidum utilizada en la medicina tradicional del Estado de
Tabasco, mediante cromatografia.de liquidos acoplada a espectrometria de masas y
cromatografia de gases acopladata espectrometria de masas, estableciendo asi las
condiciones de analisis mas aptas;para llevar a cabo la determinacién del perfil
metabdlico, asi como identificar moléCulas y compuestos con un potencial terapéutico

y toxico presentes en la planta (Saftic, etal.) 2019):.

Y este estudio fitoquimico tiene ademas como fin encontrar moléculas que no se
habian reportado en esta especie vegetal que ademas hablando de la parte
farmacoldgica pueden ser utilizadas como bases estructurales'y e investigadas de

manera individual para la busqueda de nuevos farmacos para ciertas actividades.
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HIPOTESIS
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6. HIPOTESIS

La determinacion del perfil metabdlico del extracto hexanico de Eryngium foetidum
utilizando /LC/MS y GC/MS, permitira identificar la presencia de metabolitos
secundarios. Yy otros compuestos posiblemente responsables de las propiedades

farmacoldgicas ogtoxicas atribuidas a la planta.
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OBJETIVO
GENERAL
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7. OBJETIVO GENERAL

Determinar «el perfil metaboldémico del extracto hexédnico de la especie vegetal
Eryngium foetidum, mediante el uso de las técnicas de cromatografia liquida de alta
resolucién acoeplada a masas (LC/MS), cromatografia de gases acoplada a masas

(GC/MS) y la anotacion de iones.

38
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




OBJETIVOS
ESPECIEICOS
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8. OBJETIVO ESPECIFICOS

8.1 SeleeCionar un método de separacion cromatografica mediante LC/MS y GC/MS
que permitacebservar el contenido metabodlico del extracto hexanico Eryngium

foetidum.

8.2 Determinar el ‘perfil metabdlico del extracto hexanico Eryngium foetidum con

enfoque no dirigido.

8.3 Estandarizar los pulsos-de’voltaje para fragmentar con un enfoque dirigido cada

metabolito del extracto hexanice Eryngium foetidum.

8.4 Realizar la anotacién de iones-para corroborar el contenido metabolémico del

extracto hexanico Eryngium foetidum.
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9. MEFODOLOGIA

Se muestra’ un diagrama general sobre la metodologia empleada para llevar a cabo la
determinacion del perfil metabdlico mediante LC/MS Y GC/MS (Figura 9 y 10).

Extracto hexanico de Eryngium
foetidum

Preparacién de la muestra

A4
20 uL/ mL 400 ng/ mL

Condiciones analiticas

Columna 2.1x50 mm (bioZen 1.8, { E ¥ W‘ﬁ_
E Fase estacionaria pm Zorbax eclipse plus C18) —

=

Modo negativo

Fase movil A: H20/NH,0HO.1% (v/v) |
[Fase movil B: Acetonitrio/NH,OH 0.1% (v/v) | [j 'i“
£ ‘/Ve ]
(s

Modo positivo
Solucién madre
980 uL defACCN 980 puL de ACCN A o
10mg de extracto 50 1 de solucitn +20' 1 de Fase movil A: H20/ CH;0,0.1% (v/v)
+1ml ACCN madre dilucién 1 Fase movil B: Acetonitrilo/CH,0,0.1% (v/v)

Se llevé a cabo el pesaje del EHES dildiido 1:

100 mL obteniendo una concentragién final de

20 pg/mLy 400 ng/mL. H
A%

Corrida cromatografica
Adquisicion de datos

Tiempo (min) LineaA (%) LineaB (%)
S 0.00 0.00 100.00
Quaitative Analysis Report 110 2 [#€31TC Scon Froge175.0v EvErMS 219t
S 7\ : 1.00 0.00 100.00
Fragantor Votage 175 Cllon Eparsy 0 Torization hode £ K——P 5.00 25.00 75.00
- ™ 10.00 50.00 50.00
JL,:SZ‘&.‘”‘SZ‘; o, sy o 10.00 75.00 25.00
- . 25.00 100.00 0.00
IEEEEREEEFTF R ER TR EEEEET ZEF T 30.00 0.00 100.00
Se optimizo la separacion por gradiente con una inyeccion de 5.00 pL y
. o . flujo de 0.2 mL/min.
Se emplea el software de analisis cualitativo MassHunter (version B.07.00), la
base de datos de metabolitos METLIN y la base de datos de extraccion de
caracteristicas moleculares (MFE).
v
Interpretacion datos
x10 3 |Cpd 24: Absindiol: +ESI MFE Spectrum (t: 8.796-8.972 min) Frag=175.0V EHELMS 21targetd
s |
1 | b . 1t ra .
A 5 Determinaciondel'perfil metabélico mediante la técnica
290.1443 > -
24 | (C15 H22 O4]+Na)+ LC/MS

2892 2894 2896 2898
[

200 2902 2904 2906 2908 291
Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

En funcion de la m/z, TR del compuestoy la anotacion
de iones, se analizaron todos aquellos compuestos
presentes en la muestra.

Figura 8. Esquema general de la metodologia por LC/MS.
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Extracto hexanico de Eryngium
foetidum

Preparacion de la muestra Condiciones analiticas

Y

Columna capilar JEW HP-5MS (30m|
Faseestacionaria | x 0.25mm I.D. and 0.25pum de
grosor de pelicula)

selucién madre Dilucién 1:10
El gas acarreador empleado fue He
10 mg de esfracto )
w4 Fase movil (de alta pureza) con un fiujo de 0.8
digigromentana

mL/min

Las muestras obtenidas fueron diluidasen 1
mL de diclorometano grado HPLC; luego se
realizé'una dilucion 1:10

l

Corrida cromatografica
Adquisiciéon de datos

Data File : 081821 EHEF.D

Acq on : 18 Aug 2021 16:25
Operator : ENB

Sample : 081821 EHEF

Misc

ALS Vial : 3 sample Multiplier: 1 {—

Search Libraries: D:\MassHunter\Library\NIST14.L  Mipdmum Qualify: 0

Unkrown Spectrum: Peak average
I ion Bvents: CI n Integrator - autoidtl.gl

x# RT Aread Library/ID Refs CR&:  Qual

T 6.056 2.25 D:\MassHUNter\Library\NISTI4.L
Thiena[2,3-d)pyrimidine-6-carboxyl 207637 1000804%5EN 46
ic acid, S-methyl-4-oxo-3-[2- (pyrr
olidin-1-yl)ethyl]-2-thioxo-1,2,3,

i:ﬂe;:ﬂzg:a)base de datos NIST, implementada en MassHUFERB0.7, Se optimizo la separacion por gradiente con una inyeccién de 5.00

pL y flujode 0.8 mL/min.

Interpretacion datos

b Determinacion del perfil metabdlico mediante la técnica
GC/MS

=

En funcion de la m/z, TR del compuestoy abundancia, se analizaron todos
aquellos compuestos presentes en la muestra.

Figura 9. Esquema general de la metodologia por GC/MS.
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9.1 Peterminacion del perfil metabolémico mediante la técnica LC/MS.

9.1.1 Preparacion de la muestra mediante LC/MS.

Preparacion.de la muestra: 1 mg del EHEf fue colocado en 1 mL de acetonitrilo (ACN),
y se agité en_vortex (DLAB, modelo MX-S, 0-2500 rpm, movimiento orbital de 4 mm,
110 V) durante 5{min. Se tom6 1 mL de la muestra, se filtré (acrodic syringe filter de
0.45mM) y se diluyg-eon ACN.

Los eluyentes utilizados_para realizar el analisis del perfil cromatogréfico fueron:
acetonitrilo, agua y metanol, en conjunto con acido acético o hidroxido de amonio

(modo positivo y modo negdativo, respectivamente).

9.1.2 Condiciones del analisis‘cromatografico de LC/MS.

Para realizar el estudio metaboldmico’se utilizé el sistema de cromatografia liquida de
la serie Agilent 6545 (Agilent?Technologies, Santa Clara, CA) Estados Unidos.
Utilizando un sistema LC (1290.nfinity IlI}/Agilent Technologies), equipado con una
bomba cuaternaria y acoplado a.uhjespectrémetro de masas de por ionizacién de
electrospray (ESI) con detector de cuadrupolo‘de'tiempo de vuelo (QTOF) en modo de
ionizacion positiva y negativa), ubicado en el Centro de Investigacion de Ciencia y
Tecnologia Aplicada de Tabasco (CICTAT), de la Universidad Juarez Auténoma de

Tabasco, en el municipio de Cunduacan.

La separacion cromatografica se llevo a cabo utilizando como fase estacionaria una
columna de 2.1 x 50 mm (bioZen 1.8 mm Zorbax eclipse plus C18)y las fases méviles
A (H20/Ac. férmico al 0.1% v/v) y B (acetonitrilo/Ac. férmico al 0.1/% v/v) en el modo
positivo. Las fases moviles para el modo negativo fueron A (H20/hidréxido de amonio
al 0.1 % v/v) y B (acetonitrilo/hidroxido de amonio al 0.1 % v/v). Ambas fases se

utilizaron en los modos masas y target.

La estandarizacion de la separacion de la mezcla se realizé utilizando un ‘método

isocratico, a partir del cual se hizo un gradiente mediante inyeccién de 5 mL de muestra
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y flujo de solvente de 0.2 mL/min. El gradiente se realizé de la siguiente manera: 0-1
min fase.movil A 0 %; 1-5 min fase moévil A 0-25 %; 5—-10 min fase moévil A 25-50 %;
10-20 mipsfase movil A 50-75 %; 20-25 min fase moévil A 75-100 %; 25-30 min fase
movil A 0 %;"Para la fase movil de la linea B el gradiente se realiz6 asi: : 0-1 min fase
movil B 100 %;.4-5 min fase mévil B 100 %; 5-10 min fase movil B 75-50 %; 10-20
min fase moévil B'50-25 %; 20-25 min fase moévil A 25-0 %; 25-30 min fase moévil A

100 %. Ambos metodos de gradiente analizados con un flujo de 0.2 mL/min.

9.1.3 Andlisis y adquisicion de datos de LC/MS.

El ACN se utilizé para lavar ja fase estacionaria, como blanco y para la identificacién

de los compuestos ajenos a lamuestra de interés, mediante una solucion calibrante.

Los datos cromatograficos se procesaron utilizando el software MassHunter (version
B.07.00). Los compuestos se _extrajeron de los datos utilizando el algoritmo de
extraccion de caracteristicas moleculareS\(MFE) y la identificacion de los compuestos
se realizo utilizando la base de datos de metabolitos METLIN (www.metlin.scripps.edu)
y el software de generacion de formulas moleculares y programando el equipo a un
voltaje de 20ev (Agilent Technologies; Rodriguez-Marales et al., 2021).

La muestra se analizd mediante METLIN, una‘herramienta que identifica los
compuestos por su relacibn m/z. La anotacién de los.iones, un procedimiento que
permite identificar los iones provenientes de cada moléecula, se realizé para cada
compuesto de la muestra. Normalmente, en un espectro de masas un metabolito suele
estar representado por varios picos con valores de m/z diferentes;iaunque con tiempos
de retencion parecidos. La identificacion de estos picos permite la identificacion del

metabolito (Rodriguez-Morales, et al., 2021).
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9.2 Peterminacion del perfil metabolémico mediante la técnica GC/MS.

9.2.1 Preparacion de la muestra en GC/MS.

1 mg de la muestra del EHEf se disolvié en 1 mL de diclorometano y se agité a X rpm
durante 5 minsen un vortex (Vortex DLAB MX-S, velocidad variable 0-2500 rpm,
movimiento orbital 4 MM, 110/120v).

Los reactivos quimicas utilizados para el andlisis del perfil cromatografico del extracto
hexénico de la especie'vegetal de Eryngium foetidum fueron: diclorometano, helio (He;
Boldizsar, et al., 2010).

9.2.2 Condiciones del analisis eromatogréafico de GC/MS.

Las muestras obtenidas fueron diluidas-en 1 mL de diclorometano grado HPLC; luego
se realiz6 una dilucion 1:10 de esta soluciény se inyecto el sistema cromatografico.

Para el andlisis de muestras se utilizo,un sistema de cromatografia de gases acoplado
a espectrometria de masas Agilent/Tech que consta de un cromatografo de gases
7980-B con un detector masas 5977B con‘un inyeetor,automético 7693 A. La inyeccion
del sistema se llevé a cabo en modo splitless (1/min) at 280 ° C. La separacion
cromatografica se llevé a cabo en una columna capilariJ&W HP-5MS (30 m x 0.25 mm
[.D. and 0.25 ym de grosor de pelicula). El gas acarreador.empleado fue He (de alta
pureza) con un flujo de 0.8 mL/min; La temperatura inicial' del_.horno fue de 60°C, y
luego se incrementé 4°C/min a 220°C (con 3 min finales cons€sta temperatura). Se
obtuvieron los espectros de masas (m/z 50-550 uma) con una velocidad de cinco

escaneos por segundo a 70 eV.
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9.2!3 Andlisis y adquisicién de datos de GC/MS.

Las sefiales que se obtuvieron fueron analizadas con la base de datos NIST,
implementada en MassHunter (B0O.7, Agilent Tech.) El pre procesamiento de datos
transforma los/archivos de datos sin procesar (crudos) en una representacion que
facilita el acceso aas caracteristicas de cada ion observado, incluida la relacion masa
carga (m/z), tiempe‘de retencion del ion, medicion de la intensidad del ion y abundancia
del compuesto. La deteccion de picos convierte los datos sin procesar en una lista de
iones. Posteriormente,‘lesiones de diferentes muestras se emparejan y su tiempo de
retencion se alinea para permitir la comparacion de multiples muestras. La
normalizacion corrige cualquier. sesgo sistemético entre las muestras, que puede
inducirse durante la preparacion‘de la muestra y la adquisicion de datos. Ademas, en
funcién de la condicion de los datosyla deteccion de valores atipicos, el filtrado y la
correccion de la linea de base se realizan antes de la deteccidn de picos para excluir
los conjuntos de datos de LC/MS gque difieren sustancialmente de otros, para mejorar
la relacion sefal-ruido y corregir'elreambio’de la linea de base (Rency, et al., 2012).
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RESULTADOS Y
DISCUSION
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10#RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 Determinacion del perfil metabolémico mediante la técnica de LC/MS en

modo de ionizacion positiva.

Sin embargo, a~pesar de su importante actividad farmacoldgica, existen pocos
estudios que hablen acerca de su actividad toxicolégica. Aunado a lo anterior y
debido que se descenocen los compuestos presentes dentro del metaboloma
general de la planta, Se*hace interesante y necesario continuar con los estudios de
su perfil metabdlico. La identificacion de los compuestos responsables de las
actividades bioldgicas seria un aporte cientifico de gran impacto para la sociedad
(Rodrigues, et al., 2022).

Las ciencias 6micas y en especifico la metabolémica, han tenido un desarrollo
gigantesco en los ultimos afios, este-ha permitido un mejor analisis e identificacion
de los metabolitos de las plantas usadas-ecomuinmente en la medicina tradicional y
deben ser complementadas por métodos/deranalisis multivariantes, dentro de estos
se encuentran las técnicas de LC/MS y GC/MS, ambas técnicas fueron utilizadas
en este proyecto de investigacion. Afortunadamente, los resultados obtenidos del
analisis metabolémico permitieron identificar diversos metabolitos contenidos en
Eryngium foetidum, no reportados anteriormente.(Rocha-Viggiano, et al., 2018;

Jaramillo y Duarte, 2011).

Los resultados obtenidos de la identificacién de los metabolitos del EHEf seran
clasificados de acuerdo al método utilizado para su separacién (LC/MS, o GC/MS)

y al modo de ionizacion.

Por LC/MS se lograron identificar 24 compuestos, de los cuales 15 seidentificaron
en modo positivo y 9 en modo negativo. En la figura 11 es posible gbservar los
compuestos identificados en modo positivo. Estas moléculas fueron identificadas
en funcion de su relacion m/z y su tiempo de retencion. En color negro se muesttan
las moléculas identificadas como metabolitos secundarios y en rojo los compuestos
con actividad toxica reportada en la literatura, ademas de ser moléculas que no
pertenecen a la biogénesis de la especie vegetal, sino muy probablemente a

contaminacion ambiental ocasionada por intervencion del ser humano en el
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ecosistema o ciertos factores ambientales. y clasificados a su vez en compuestos
gue derivan de diversos grupos de metabolitos secundarios y como se conoce estos
surgen como producto final de las reacciones o rutas metabdlicas que pasan en el
organisme y pueden por lo tanto generar informacioén de su actividad bioquimica,
es decir, se)hayan contenidos en la composicién general de toda la planta,
normalmente son producto del metabolismo secundario de la especie vegetal,
teniendo asi, diversas actividades farmacolégicas (Fiehn, 2002; Gonzalez, et al.,
2004). Y compuestos_que se encuentran también presentes en la planta, pero

tienen una actividad téxica.

x10~
1.8

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1243 14 15 16 17 18 19 20
Tiempo (h)

Figura 10. Cromatograma general de‘los metabglitos y compuestos toxicos

identificados en el extracto hexanico de la especie vegetal Eryngium foetidum en

modo positivo.

Mediante la anotacién de los iones se logré llevar a cabo la identificacion de los
metabolitos y corroborar su presencia en el perfil metabdlico de la‘especie vegetal.
En la tabla 2, se observan los compuestos identificados por LC/MS“en modo
positivo de acuerdo a su tiempo de retencion. En las columnas se pueden-ehservar
su identificacion, la relacion m/z, el ion molecular que forman y finalmente, la

anotacion de iones.
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Tabla 2. Moléculas identificadas mediante la anotacién de iones por el método de LC-MS

en modo positivo.

4 TR Identificacién Férmula T'Fi):nde Experimental  Tedrica Fragmentos
(Mir) molecular (m/z) (m/z) (MS/MS)
—_— + 175.11
1 8.863 Absindiol C15H2204 (M+Na) 289.1409 266.1500 121.05
337.20
Acido (E)-5,8,12- 281.14
2 9.672 trinidroxioctadec-9- C18H3405 (M+Na)* 353.2302 330.2415 261.18
enoico 188.10
121.05
1,1'-(6a-hidroxi-
2,3a,5-
trimetiltetrahidrofur .
3 9626 o[2.3-d][1. 3]dioxo- Ci12H180s  (M+Na) 281.0991 258.1100 132.97
2,5-diyl)bis(etan=1-
i ona)
11366 Cterdiglicidicodes™ ooy 0, (MeNa)r 2450782 222.0900 214.91
4 resorcinol
261.15
. 244.11
5 12.253 Eplerenona C24Hz0®s  (M+Na) 437.1933 414.2036 17507
121.05
Adipato de CioH20.  (M+Na)*  253.1408  230.1516 121.05
6 12.918 diisopropilo ’ ' ’
7 14.254 Anetol CioH120 (M+H)* 149.0961 148.0900 121.05
3-
8 14571 hidroxigeranilhidrog  CisHz20s  (M+Na)* 285.1460 262.1568 143.00
uinona
9 14.872 Curcumenol Ci5H2202 (M+H)* 235.1690 234.1618 121.05
10 14.865 Alverina C20H27N (M+H)* 282.2216 281.2100 izggg
Acido
11 14908 (L22ZA4EBN- o L NO  (M+H)* 3628418  361.3346 304.28
isobutilicosan- 121.05
2,4,8-trienimidico ’
12 15.147 17-fenil-trinor- C23H3005 (M+Na)* 409.1986 386.2094 244.26
PGE2 121.05
277.28
15.773 a-9(10)-EpODE Cis H30 O3 (M+H)* 295.2265 294.2197 190.17
13 ’ ’ ) 165.02
) 157.47
Acido (2)-12- 279.23
17.090 oxooctadec-10- C18H3203 (M+H)* 388.3579 296.2354 183.13
14 -
enoico 143.00
15 17.374 25-Azacolesterol C26H4sNO (M+H)* 388.3576 387.3500 301.14

Dentro de los metabolitos identificados en modo positivo, se encontraron: 9
metabolitos secundarios y 6 del metaboloma general con una actividad toxica.

Ademas, se anotaron los iones para cada uno de los compuestos.

Metabolitos secundarios. Se encontraron 9 compuestos de 2 familias. Dentro de la

primer familia denominados terpenos, se encontraron: el absindiol, la eplerenona y
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el curcumenol. Los terpenos derivan de la condensacion de unidades isoprénicas
en nameros variables, y se clasifican de acuerdo al ndmero de unidades
condensadas como: monoterpenos y sesquiterpenos que derivan directamente de
las lactonas sesquiterpénicas son los mas importantes desde el punto de vista
farmacéutico (Sarmiento, et al., 2018; Dalawai, et al., 2021). Dentro de este grupo
se encuentra el.absindiol, que pertenece a los guayandlidos. La eplerenona es
antagonista del'reCeptor de la aldosterona similar a la espironolactona y tiene una

actividad antihipertensiva (Masson, et al., 2011).

El curcumenol, es unisesquiterpeno que posee actividad antioxidante e inhibidora
del citocrmo P-450 (Wang, et al., 2021; Zhang, et al., 2019).

Otro grupo de metabolitos ¢secundarios presentes en el extracto, fueron los
flavonoides. Estos compuestos.. poseen propiedades antimicrobianas vy
anticancerigenas, ademas de que-se‘les usa comunmente para el tratamiento de
enfermedades cardiacas./En la _muestra se identificaron: la 3-
hidroxigeranilhidroquinona, compuesto con.propiedades colorantes que se utiliza
en la industria textil, alimentaria_y/cosméticar También se encontraron diversos
derivados linedlicos y &cidos graseS_de cadenha larga como: el acido 5,8,12-
trihidroxi-9-octadecendico, adipato de-isepropilo, la isobutilamida del acido 2,4,8-
eicosatriendico, la prostaglandina 17-fenil-trinor-PGE2 y el &acido 12-oxo0-10Z-

octadecendico (Sarmiento, et al., 2018).

Compuestos del metaboloma general. Dentro de este grupo se encontraron 6
compuestos, entre los que destaca el acido epoxigraso alfa<9(10)-EpODE. Este
acido es considerado una leucotoxina, debido al efecto téxico que tiene sobre los
leucocitos. También posee efectos cardiovasculares que podrign ocasionar la
muerte (Walker, et al., 2021; Fife, et al., 202).

El diglicidil resorcinol éter, es un compuesto altamente corrosivo que dafia.la piel al
contacto, pudiendo ocasionar cancer. Se le utiliza en resinas epoxigas; en
recubrimientos para herramientas de laminacién y en adhesivos (Murthy, et al.,
1990; National Toxicology Program, 1986). El anetol, es un biomarcador poteneial

para el consumo de alimentos, aunque se ha demostrado que a concentraciones
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altas genera toxicidad (Dosoky y Setzer, 2021; Akcan y Lale, 2016; Aprotosoaie, et
al,, 2016).

En la”anotacion de iones se encontraron los siguientes grupos de metabolitos
secundatries. Terpenos: absindiol (1), eplerona (5) y curcumenol (9); flavonoides: 3-
hidroxigeranilhidroquinona (8) y diversos acidos grasos: acido 5,8,12-trihidroxi-9-
octadecenoica | (2), adipato de diisopropilo (6), Acido (1Z,2Z,4E,8Z)-N-
isobutilicosan-2,48-trienimidico (11), 17-fenil-trinor-PGE2 (12), acido 12-oxo0-10Z-
octadecenoico (14).

Ademas, se anotaron moléculas que no pertenecen al metaboloma de la especie
vegetal y poseen una actividad.toxica reportada en la literatura, pero estan presente
en la especie vegetal como: (3) 1,1-tetrahidro-6a-hidroxi 2,3a, 5-trimetilfuro, 2,3-1,3-
dioxol-2,5-diil,bis-etanona, (4) éterde diglicidil resorcinol, (7) anetole, (10) alverina,
(13) a-9(10)-EpODE, (15) 25-Azacaelesterol (Figura 12).
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Figura 11. Estructuras quimicas de”las metabolitos y compuestos téxicos
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identificados en el EHEf modo positivo.

10.2 Determinacion del perfil metabolémico medianté la'técnica de LC/MS en

modo de ionizacion negativa.

En el modo de ionizacién negativo por gradiente, se utilizé hidréxido de amonio para
la ionizacion. Mediante esta técnica se detectaron 9 compuestos,«que fueron a su
vez subclasificados de acuerdo a su procedencia de acuerdo a lo descrito para el
modo de ionizacion positivo. Los compuestos detectados fueron identificados en
funcion de su relacion m/z y tiempo de retencién. En la figura 13, se puede ©bServar
el cromatograma en fase negativa del EHEf, los nimeros en color negro indican
gue los compuestos son metabolitos secundarios, mientras que el color rojo indica

gue poseen actividad toxica, de acuerdo a lo reportado en la literatura.
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Figura 12. Cromatograma’ general de los metabolitos y compuestos tdxicos
identificados en el extracto-hexanico de la especie vegetal Eryngium foetidum en

modo negativo.

Mediante la anotacion de iehes se logrd llevar a cabo la identificacion de los
compuestos mencionados y .se. corroboro que efectivamente se encontraban
presenten en el perfil metabdlico-de’'la especieqvegetal. En la Tabla 3, se observan
los 9 compuestos identificados, ordenados de aguerdo al tiempo de retencion. En
las columnas se pueden observar su identificacién, Ja relacion m/z, el ion molecular

que forman y finalmente, la anotacion de jones.
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Tabla 3. Moléculas identificadas mediante LC-MS en modo negativo.

4 TR Identificacién Férmula Tipo deion  Experime Tebdrica Fra%rsnent
(Min) ' molecular ntal (m/z) (m/z) (MS/MS)
Acido (E)-3,5,12- 311.22
16  0.780 trihidroxioctadec- C18H3405 (M-H)- 329.2335 330.2408 201.11
~ 9-enoico 154.94
17 9686~ e CdOOmetl- o L0, (MH) 2272021 2282003 154.94
tridecanoico
18 gggg (Dodecisuffatode o 6,5 (M-H) 2651484 2661556  209.06
hidrégeno
Acide 14- 172.95
19 11.869 metilheptade CisH3602 (M-H)- 283.2651 284.2723 116.92
canoico
Acido 3L, 7D; (M-H)
20 13708  11D-fitanico CaoHa00> 3112058 123031 45494
Hexanoato de (M-H)-
21 17.012 hexadecils C22H4402 339.3269 340.3341 194.90
(R)-3,4-Dihidro=2
22 (4,8,12- trimetil- (M-H)- 395 18
24.978 3,7,11trideca C25H3602 339.3269 368.2712 '
o 136.93
trienil)- 2H-1-
benzopirano-6-ol
325.18

03 17594  valeratode6- 5 o 0,  (M-H)  353.3427 3543500  311.16
octadecenilo

154.94

325.18

24 (B)-tetracos-20- = @ 0, ¢ (M-H)  367.3583 368.3656  292.89
19.852 en-1,18-diol 154.94

En la figura 14, se pueden observar las estructuras quimicas de los compuestos
identificados. Los cuales se pueden dividir en tres“grupos. a) Acidos grasos y
derivados: acido 5,8,12-trihidroxi-9-octadecenoico (16), acido 9-metiltridecandico
(17), acido 14-metilheptadecondico (19) y acido 3L,7D,11D-fitanico (20). Estos
compuestos tienen funciones tensioactiva, emulsionantey estabilizante de las
membranas y como surfactantante en el area cosmética. b) Alceholes grasos: 20-
tetracosen-1,18-diol (24), (R)-3,4-dihidro-2-(4,8,12-trimetil-3,7,11-tridecatrienil)-2H-
1-benzopiran-6-ol (22) y 20-tetracosen-1,18-diol. c) El dodecilsulfato=de hidrogeno
(18) fue el Unico compuesto tdéxico encontrado. Este compuesto se emplea como
detergente, pesticida o adhesivo y provoca dafios e irritacion en la piel.en altas

concentraciones.
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Figura 13. Estructuras quimicas” de\los metabolitos y compuestos téxicos

identificados en el EHEf modo negativo.

De los 9 compuestos identificados, 8 son metabolitos secundarios, con excepcion
del dodecilsulfato de hidrogeno. (Burns, et al., 1999; Watson;,;2006; Funk, 1985).

Y el compuesto dodecilsulfato de hidrogeno es clasificado por su<actividad toxica,
siendo un sulfato de alquilo y un acido conjugado de un sulfato de dedecil. Que a
concentraciones altas provoca un efecto irritante o dafiino en la barrera‘de\la piel,
pues es también empleado como pesticida o adhesivo (Frankild, et al., 1995; Song
et al; 2020).
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10.3 Determinacién del perfil metabolémico mediante la técnica de GC/MS.

Analizando a profundidad cada uno de los compuestos identificados por LC/MS se
optd porsenriquecer este proyecto llevando a cabo la determinacion del perfil
metabdlice~por una técnica mas, la cual fue cromatografia de gases acoplado a
espectrometriazde masas y es que es altamente reproducible por lo cual ha tenido
un uso significativa en el area de perfiles de metabolitos pues las muestras
extraidas se volatilizan antes de su separacion en una columna capilar con una fase
estacionaria adecuada)para el analisis de los compuestos de interés (De Souza,
2013).

Se identificaron mediante Ja técnica de GC/MS un cromatograma en donde se
muestras 13 compuestos derivados de acidos grasos y grupos de familias de
metabolitos secundarios, estos‘en_funcién del tiempo de retencién y el porcentaje

de abundancia de cada compuesto_(Figura 15).

Abundance

1150+

900

700 i-9

1113
5001 3 10

3501

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28, 30
Time (h)

Figura 14. Cromatograma general de los metabolitos identificados en NIST del

extracto de hexanico de la especie vegetal Eryngium foetidum mediante-GC/MS.

Seguidamente se reportan dichos compuestos identificados en funcién del tiempo

de retencion, el peso molecular, férmula quimica de cada compuesto (Tabla 4):

58
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

Tabla4. Compuestos identificados por GC/MS del extracto hexanico de Eryngium

foetidumsmediante el método splitless.

Namero RT ldentificacion Formula Masa

de pico (min) ] molecular tedrica

1 7:853 Acido fumarico C4H404 116.0109

2 12277 Metilfenidato C14H19NO2 233.1415

3 15.813 2,4-dimetil-benzaldehido CoH100 134.1751

1S,2S,5R-1,4,4-

4 18.455 “trimetiltriciclo[6.3.1.0(2,5)]dodec-8(9)- CisHz4 204.1878
eno

5 18.455 Aloaromadendreno CasHaz4 204.1878

1S,25,5R-1,4,4-

6 18.455  Trimetiltriciclo[6.3.1.0(2,5)]dodec-8(9)- CasHaz4 204.1878
ene

7 22.856 1H-cicloprop[e]azuleno CiHs 140.0626

22.856 Decahidre=1,1,7-trimetil-4-metileno Ci5H240 220.1827

22.856 Salicilideno solanocapsina C34Hs50N203 534.3821

10 23.809 Triciclo[4.4.0.0(2,7)]dec-3-ene-3- CachaO 20,1827

methanol

1 o5 858 Ciclopentanona'3-[3,5-decadienilo] it 9201827
(E.B)

12 25.858 Acido 1H-indol-3-carboxilico CoH7NO2 161.0476

13 25.858 Acido 4-hidroxi-pentanoico CsH100s3 118.0629

Y gracias a las condiciones del andlisis y fundamento reportado previamente se
obtuvo la caracterizacion e identificacién de 13 compuestos-clasificados como
metabolitos secundarios como lo fueron el compuesto: acido fumarico el cual es
ampliamente utilizado en la preparacion de alimentos, detergentes, bebidas y
alimentos para perros, sin embargo, actualmente se ha ido empleando en.diversos
usos como la produccién verde en el medio ambiente, mas alld de su uso en la
industria ambiental también tiene un gran uso en la industria farmacéutica pues’es
un compuesto que se ha demostrado que tienen una actividad antihipertensiva‘en
el embarazo gestacional y multiples usos en la terapia de medicamentos contra
esclerosis multiple (EM; llica, et al., 2018; Haghikia, et al., 2014; Zhou, et al., 2021).
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Otro_de estos compuestos identificados es el metilfenidato el cual es un compuesto
ampliamente utilizado dentro de la formulacion de medicamentos psicoestimulantes
para’la_ terapia contra el déficit de atencién con hiperactividad (TDAH) en nifios y
dicha actividad se debe a que produce la inhibicién del transportador de dopamina
y norepineffina, la actividad agonista en el receptor de serotonina tipo 1A (Faraone,
2018; Kimkoy et-al., 1999).

Por otra parte, también se identificé al compuesto 2,4-dimetil-benzaldehido el cual
pertenece al grupoide-metabolitos conocidos como taninos y a la clase de
compuestos organicos €tonocidos como derivados de benzoilo y es un compuesto

usado como aditivos alimentarios y agentes aromatizantes (Tahir, et al., 2017).

Derivados de la familia desterpenos y subfamilia como sesquiterpenos se
identificaron los compuestos como, el aloaromadendreno, 1H-cicloprop[e]azuleno,
triciclo[4.4.0.0(2,7)]dec-3-ene-3-methanol, decahidro-1,1,7-trimetil-4-metileno,
(1R,1aR,2aS,6R,6aS,7aS)-1 6,6a-trimetildecahidro-1,2a
metociclopropa[b]naftaleno vy ( posee diversas actividades antimicrobianas,
antifangico, antiinflamatorio (Cutro, €t al., 2019; Piras, et al., 2021; Leino, et al.,
2018; Madhumitha, et al., 2011).

Y dentro del grupo de los metabolitos derivados_de, alcaloides se identificd al
compuesto Salicilideno solanocapsina que se ha reportado con una actividad
antibacteriano de Solanum pseudocapsicum (Mitscher, etal, 1976; Jeyasankar, et
al., 2012).

Asi mismo, se obtuvo la identificacion de las estructuras‘quimicas de cada
compuesto identificado, teniendo como metabolitos secundarios a6s compuestos
derivados de acidos grados como: (1) acido fumarico, (12) acido»1H-indol-3-
carboxilico (13) acido 4-hidroxi-pentanoico, derivado de la familia dewtaninos se
identifico al compuesto: (3) 2,4-dimetil-benzaldehido, terpenos, (2) metilfenidato,
(11) ciclopentanona  3-[3,5-decadienilo] (E,E), (6) 1S,2S,5R-1,4,4-
trimethiltriciclo[6.3.1.0(2,5)]dodec-8(9)-ene, (4) (1R,1aR,2aS,6R,6aS,7aS)-1,6,6a~
trimetildecahidro-1,2a-metociclopropalb]naftaleno, (5) aloaromadendreno, (7) 1H-

cicloprop[elazuleno, (8) decahidro-1,1,7-trimetil-4-metileno, (10)
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tricyclo[4.4.0.0(2,7)]dec-3-ene-3-methanol, alcaloides: 9 salicilideno

salanecapsina (Figura 16).
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Figura 15. Estructuras quimicas de los metabolitos anotados en el“extracto

hexanico de Eryngium foetidum mediante GC/MS.

Con los avances importantes en las técnicas cromatograficas y el uso de ella en la
determinacién del perfil metabdlico se han logrado mejoras significativas tanto en

la eficiencia de separacion como en la disminucion del tiempo de analisis de
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muestras bioldgicas complejas y obteniendo la determinacion del perfil metabolico
de Eryngium foetidum encontrando compuestos que no habian sido antes
reportados y que forman parte de su composicién general, teniendo asi en cuenta
gue estos compuestos se les puede atribuir a la planta sus diversas propiedades

farmacoldgicas y toxicoldgicas
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11-CONCLUSIONES

11.1 El'estudio metabolémico realizado en la especie Eryngium Foetidum permitio
identificar nuevos metabolitos que de acuerdo a su estructura quimica podrian ser
los responsables.de la actividad farmacoldgica que se le ha atribuido en la medicina
tradicional desdertiempos ancestrales, sin embargo, también podrian explicar el

efecto toxico previamente reportado por nuestro grupo de investigacion.

11.2 El estudio metabolomico permiti6 anotar e identificar diversos metabolitos
secundarios como terpengs; flavonoides, acidos grasos, vitaminas y alcaloides que
no se habian reportado en-la. especie vegetal y que probablemente sean los
responsables de las actividades+#farmacoldgicas atribuidas a la especie vegetal

Eryngium foetidum.

11.3 Es el primer estudio métabolémico_que se reporta para esta especie en el
estado de Tabasco, que ceme.-es sabido tiene condiciones geograficas y
climatolégicas unicas que podrian /influir en_la composicion y distribucién de los
metabolitos secundarios de esta especie y(estos hallazgos transmitidos a los

consumidores, permitira el uso racional yresponsable de los productos naturales.

11.4 Mediante la técnica analitica de GC/MS utilizandoyun método de splitless se
encontraron 13 metabolitos secundarios derivados de aeidos grasos de bajo punto

de fusion.
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12. PERSPECTIVAS

12.1. «Continuar el estudio fitoquimico del extracto hexanico por otra técnica

analiticaicemo Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

12.2. Disefiar'una estrategia de retrosintesis para sintetizar las moléculas anotadas
en la presentesinvestigacion y mediante modelos in vivo e in vitro determinar sus

actividades biologicas.

12.3. Realizar un ‘acoplamiento molecular sobre blancos terapéuticos de

metabolitos secundarios de Eryngium foetidum presentes en el extracto hexanico.

12.4. Evaluar la posible actividad antibacteriana y bactericida de los metabolitos
identificados mediante LC/MS ¥, GC/MS de Eryngium foetidum en cepas de
bacterias Gram positivas y Gram ‘hegativas, para establecer su espectro de accion

antibidtica.

65
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.



BIBLIOGRAFIA

66
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.



Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

13/BIBLIOGRAFIA

1. Abidi, J., Ammar, S., Ben, S., Skalicka-Wozniak, K., Ghrabi-Gammar, Z., y
Bouaziz, M (2019). Use of ultra-high-performance liquid chromatography coupled
with quadrupole-time-of-flight mass spectrometry system as valuable tool for an
untargeted metabolomic profiling of Rumex tunetanus flowers and stems and
contribution to the_antioxidant activity. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, 162, 66—81;

2. Abolghasemi, M. M.,y Piryaei, M. (2020). Development of direct microwave
desorption/gas chromatography mass spectrometry system for rapid analysis of
volatile components in medicinal plants. Journal of Separation Science, 43(4), 782—
787.

3. Akcan, R., y Lale, A. (2016). Trans-anethole concentrations in bogma raki.

Journal of Human y Experimental Toxicology. 36(2), 203—204.

4. Allwood, J. W., y Goodacre, R.¢(2010). An introduction to liquid
chromatography-mass spectrometry instrumentation applied in plant metabolomic
analyses. Journal In Phytochemical Analysis. 1(1); 33-47.

5. Aprotosoaie, C., Costache, I., y Miron, A. (2016)-~Anethole and Its Role in

Chronic Diseases. Journal of Drug Discovery from MotherNature, 247-267.

6. Artati, A., Prehn, C., Moller, G., y Adamski, J. (2012)" Assay Tools for

Metabolomics. Journal Genetics meets metabolomics.13-38.

7. Aslam B, Basit M, Nisar M, Khurshid M, Rasool M. (2017.).Proteomics:
Technologies and Their Applications. Journal of Chromatogr Sci. 55(2),482-196.

8. Autino, J. C., Romanelli, G., y Ruiz, D. (2013). Introduccion a laQuimica
Orgéanica. 1la ed. - La Plata: Universidad Nacional de La Plata, editorial Edulp:)1-
425

9. Benitez, J., Corrales, F., Martin Subero, I., y Ordovas, J. (2019). Informes
Anticipando ciencias dmicas. Journal Roche Institute Foundation. 5-27.

67
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

10. . Burns, Christopher J., Field, Leslie D., Hashimoto, Kikuko, Petteys, Brian J.,
Ridley; Damon D., Rose, Michael. (1999). Synthesis of stereoisomerically pure
monoether lipids. Journal of Australian Chemistry. 52(5), 387-394.

11. Canuto, G. A.B.,daCosta, J. L., da Cruz, P. L. R., de Souza, A. R. L., Faccio,
A. T., Klasseng A., Rodrigues, K. T., y Tavares, M. F. M. (2018). Metabolémica:
Definicdes, Estado-Da-Arte E Aplicacbes Representativas. Journal In Quimica
Nova. Sociedad de"Brasileira de Quimica. 41(1), 75-91.

12. Chambers, D.yCarew, A., Lukowski, W., Powell, E. (2019). Transcriptémica
y secuenciacion de ARN unicelular. Jorunal of Respirology. 24(1), 29-36.

13.  Cutro, A., Castelli, M:,l£0pez, S., Rosales, M., Hollmann, A., y Rodriguez, S.
(2019). Chemical compositionof Schinus areira essential oil and antimicrobial action
against Staphylococcus aureus.(Journal of Natural Product Research. 35(17),
2931-2936.

14. Dalawai, D., Aware, C., dadhav, J., y. Murthy, N. (2021). RP-HPLC analysis
of diterpene lactones in leaves-and stem~ofcdifferent species of Andrographis.
Journal Natural Product Research, 35(13), 2239+2242.

15. Davey, M. (2017). Secondary /Metabolism in Plant Cell Cultures.
Encyclopedia Of Applied Plant Sciences. 462-467.

16. Dawila, S., Muangnoi, C., Praengamthanachoti, P.¢y Tuntipopipat, S. (2013).
Anti-Inflammatory Activity of Bioaccessible Fraction from=Eryngium foetidum

Leaves. Journal BioMed Research International. 1-8.

17. De Souza, D. (2013). Detection of polar metabolites throughsthe use of gas
chromatography-mass spectrometry. Methods in Molecular Biology. 29-37.

18. DeCorte, B. (2006). Underexplored Opportunities for Natural Products in
Drug Discovery. Journal Of Medicinal Chemistry. 59 (20), 9295-9304.

19. Dosoky, N. S., y Setzer, W. (2021). Maternal Reproductive Toxicity of Some
Essential Oils and Their Constituents. Journal of Molecular Sciences. 22(5), 2380.

68
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

20. . Dunn, W., Erban, R., Weber, D., Creek, M., Brown, R., Breitling, T., Viant, R.
(2013). Mass appeal: Metabolite identification in mass spectrometry-focused

untargeted metabolomics. Journal Metabolomics. 44—66.

21. Faraone, S. (2018). The pharmacology of amphetamine and
methylphenidate: Relevance to the neurobiology of attention-deficit/hyperactivity
disorder andi ‘other psychiatric comorbidities. Journal of Neuroscience vy
Biobehavioral Reviews. 87, 255-270.

22.  Fiehn, O. (2002)..Metabolomics the link between genotypes and phenotypes.
Journal Plant MolecularBiology. 155-71.

23.  Fife, K., Liu, Y., Schmelzer, K., Tsai, H., Kim, I., Morisseau, C., Hammock,
B., y Kroetz, D. (2008). Inhibition._of soluble epoxide hydrolase does not protect
against endotoxin-mediated hepatic inflammation. Journal of pharmacology and
experimental therapeutics. 327(3), 707—715.

24.  Frankild, S., Andersen, K7, y Nielsen, G. (1995). Effect of sodium lauryl sulfate
(SLS) on in vitro percutaneous-penetration of water, hydrocortisone and nickel.
Journal of Contact Dermatitis. 32(6),:338—345(

25.  Frigolet, M., y Gutiérrez Aguilar, R. (2017).Ciencias “émicas”,;cdémo ayudan

a las ciencias de la salud?. Journal Digital University,18(7).

26.  Fuhrer, T., y Zamboni, N. (2015). High-throughput-discovery metabolomics.
Current Opinion in Biotechnology. 31, 73-78.

27. FunkC. (1985). Powell WS: Release of prostaglandins and'monohydroxy and
trinydroxy metabolites of linoleic and arachidonic acids by adult and.fetal aortae and
ductus arteriosus. Journal of Biol Chem. 260(12), 7481-8.

28. Garcia de Alba, G., Javier, E., Ramirez-Hernandez, B., Robles-Areliano, G.,
Zafiudo-Hernandez, J., Salcedo-Rocha, A., y Garcia de Alba-Verduzco, J.1(2012).
Conocimiento y uso de las plantas medicinales en la zona metropolitana .de

Guadalajara. Desacatos, Journal of Social Sciences (39), 29-44.

69
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

29. _ Garcia, L., Diaz, F., y Ledn, J. (2015). Efectividad de la medicina herbolaria
y 'su impacto en la calidad de vida de los pobladores de Curgos, Peru. Journal of
UCV-SCIENTIA. 3(1), 23-34.

30. Gariglia, S., Melina, A., Soberoén, J., Sampietro, D., y Vattuone, M. (2012).

Cromatografiaz Conceptos Y Aplicaciones. Journal Arakuku.1-6.

31. Giacomelloy S. (2021). A new era for plant science: spatial single-cell

transcriptomics. Journal Current Opinion in Plant Biology. 60, 102.

32. Gil de la Fuente, A.yGodzien, J., Fernandez-Lopez, M., Rupérez, F., Barbas,
C., y Otero, A. (2018). Knowledge-based metabolite annotation tool: CEU Mass

Mediator. Journal of Pharmageéutical and Biomedical Analysis.154, 138—149.

33. GoOmez-Alvares, R. (2012). Plantas medicinales en una aldea del estado de
Tabasco, México. Journal of mexican phytotechnology, 43-49.

34. Gonzalez-Elizondo, M{,.L6pez-Enriquez, |., Gonzalez-Elizondo, M., Tena-
Flores, J. (2004). Plantas Medicinales del’Estado de Durango y Zonas Aledafias.
México. Talleres Graficos de la Direccion defPublicaciones del Instituto Politécnico
Nacional. 11-31.

35. Gray, LA, Lafit Z.,, y Sarker S.7(2006). Natural Products Isolation. New
Jersey. 2°ed. Human Press. 1-73.

36.  Griffiths, W. (2008). Metabolomics, Metabonomicsz@and Metabolite Profiling.
Journal of Royal Society of Chemistry.161-194.

37. Grijalva-Pineda A. (2006). Flora atil Etnobotanica de Nicaragua. Managua,
Nicaragua: MARENA. Primera edicién. 73.

38. Haghikia, A., Linker, R., y Gold, R. (2014). Acido fumaérico cemo_agente

terapéutico para la esclerosis multiple. 85(6):720-6.

39. Haghikia, A., Linker, R., y Gold, R. (2014). Fumarsaure in der Therapie der
Multiplen Sklerose. Journal of Der Nervenarzt. 85(6), 720-726.

70
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

40. _ Horton, R. y Lucassen, A. (2019). Recent developments in genetic/genomic
medicine. Journal of Clinical Science. 133(5), 697-708.

41. Alliea, R., Kloetzer, L., Galaction, A., y Cascaval, D. (2018). Fumaric acid:
production-and separation. Journal of Biotechnology Letters. 41(1), 47-57.

43. Jaramillo,.B., y Duarte, I. (2011). Composicion quimica volatil del aceite
esencial de Eryngium foetidum L. colombiano y determinacion de su actividad
antioxidante Volatile" chemical composition of the essential oil from colombian
Eryngium foetidum Lzand determination of its antioxidant activity. Journal of Cuban
Medicinal Plants. 2, 16-32.

44.  Jeyasankar, A., Premalatha, S., y Elumalai, K. (2012). Biological activities of
Solanum pseudocapsicum (Solanaceae) against cotton bollworm, Helicoverpa
armigera Hubner and armywarm, Spodoptera litura Fabricius (Lepidotera:
Noctuidae). Journal of Asian Pac J Trop Biomed. 2(12), 981-6.

45.  Joseph, P. (2017). Transeriptomicsin.toxicology. Food Chem Toxicol. 109(1),
650-662.

46. Kats, L., y Baltz, R. (2016). Natural preduct Discovery: past, present, and
future. Journal of Industrial Microbiology y.Biotechnelogy. 44(2-3),155-176.

47. Kelly, R. (2020). Single-cell Proteomics: Progress-and Prospects. Journal of
Mol Cell Proteomics. 19(11), 1739-1748.

48. Kimko, H., Cross, J., y Abernethy, D. (1999). Pharmacaokinetics and Clinical
Effectiveness of Methylphenidate. Journal of Clinical Pharmacokinetics. 37(6), 457—
470.

49. Kinghorn, A., Pan, L., Fletcher, J., y Chai, H. (2011). The relevanee of higher
plants in lead compound discovery programs. Journal of natural produets.) 1539-
1555.

50. Kouitcheu, L., Eyoum, B., y Nguepi, E. (2016). In Vitro and Anti-Helicobacter
Activities of Eryngium foetidum (Apiaceae), Bidens pilosa (Asteraceae), and

71
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

Galinsoga ciliata (Asteraceae) against Helicobacter pylori. Journal of BioMedic
Research International.1-7.

51. <Krastanov, A. (2010). Metabolomics - The state of art. Journal of
Biotechnolegy and Biotechnological Equipment. 24(1),1537-1543).

52.  Kuklinski,.C. (2000). Farmacognosia. Estudio de las drogas y Sustancias

Medicamentosas.de Origen Natural. Barcelona. Omega. 21-53.

53. Leino, T., Turku)A., Yli-Kauhaluoma, J., Kukkonen, J., Xhaard, H., y Wallén
E. (2018). Azulene-based”compounds for targeting orexin receptors. Journal of
Medical Chemystre. 5(157),-88-100.

54. Lindon, J., Nicholson, d+y Holmes, E. (2007). EI Manual de Metabonémica
y Metabolomica. Journal of Elsevier,. 307-322.

55. Lépez, E. (2012). AspectosiMoleculares Del Envejecimiento. 12 Edicion,
México. 23-35.

56. Lopez-Rivera, A. (2020)." Evaluagibn. antibacteriana de las especies
vegetales Eryngium foetidum y BixasOrellana‘utilizadas en la medicina tradicional
del estado de tabasco. Villahermosa, Fabasco: UJAT. 15-45.

57. Madhumitha, G., Rajakumar, G., Roopan, S., Rahuman, A., Priya, K., Saral,
A., Khan, F., Khanna, V., Velayutham, K., Jayaseelan, €., Kamaraj, C., y Elango,
G. (2012). Insecticidal, and larvicidal efficacy of fruit peel agueous extract of Annona
squamosa and its compounds against blood-feeding parasites. Journal of Parasitol.
111(5):2189-99.

58. Manzanero-Medina, G., Flores-Martinez, A., Sandoval-Zapotitla, E., y Bye-
Boettler, R. (2009). Etnobotanica de siete raices medicinales en el mercado de
Sonora de la Ciudad de México. Journal of Polybotany. 27(1), 191-228.

59. Martin-Gémez, M., y Ballesteros-Gonzalez, M. (2010). Espectrometria de
masas y analisis de biomarcadores. Journal of Monographs of the Royal Natianal
Academy of Pharmacy.113-168.

72
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

60. . Masson, S., Tejani, A., Stabler, S., Tsang, M., Tam, T., Wu, M., Tung, A., y
Kinkade, A. (2011). Eplerenone for hypertension. In Cochrane Database of Jorunal

of Systematic Reviews.1-12

61. Mayolo-Deloysa, K., Martinez, L., y Rito-Palomares, M. (2012).
Chromatographic techniques and their application to studies of conformational
changes, stability ,and refolding of proteins. Journal of Mexican Chemical
Engineering.11(3)¢415-429.

62. Mitscher L., Juvarkar J., y Beal J. (1976). Solacasine, a new steroidal alkaloid
from Solanum pseudacapsicum possessing antimicrobial activity. Jorunal of
Experientia. 32(4):415-416.

63. Monti, C., Zilocchi, M.,"Colugnat, 1., y Alberio, T. (2019). Proteomics turns
functional. Journal of Proteomics.(30(198), 36-44.

64. Murthy, A., McConnell; E., Huff, J., Russfield, A., y Good, A. (1990).
Forestomach neoplasms in Eischer F344/N rats and B6C3F1 mice exposed to
diglycidyl resorcinol etheran epoxy/resin."dournal of Food Chem Toxicol. 28(10),
723-9.

65. National Toxicology Program. NTP.(1986)¢ Fexicology and Carcinogenesis
Studies of Diglycidyl Resorcinol Ether (Technical Grade) (CAS No. 101-90-6) In
F344/N Rats and B6C3F1 Mice (Gavage Studies). Jourpal of Natl Toxicol Program
Tech Rep Ser. 257, 1-222.

66. Naz, S., Garcia, A., Rusak, M., y Barbas, C. (2013). Method development
and validation for rat serum fingerprinting with CE-MS: Applicationjto ventilator-
induced-lung-injury study. Journal of Analytical and Bioanalytical~ Chemistry.
405(14). 4849-4858.

67. Nuengchamnong, N., Sookying, S., y Ingkaninan, K. (2016). LC-ESI-QTOF-
MS based screening and identification of isomeric jujubogenin ¢ and
pseudojujubogenin aglycones in Bacopa monnieri extract. Journal \_of

Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 129, 121-134.

73
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

68. . Ocampo-Medina, B. (2019). Efecto vasorrelajante de la especie vegetal
Malvaviscus arboreus. Villahermosa-Tabasco. UJAT. 22-40.

69. <Pang, B., Zhu, Y., Lu, L., Gu, F., y Chen, H. (2016). The Applications and
Features-ef-Liquid Chromatography-Mass spectrometry in the analysis of traditional
Chinese medicine. Journal of Evidence-based complementary and alternative

medicine. 1-7.

70. Papadimitrepoulos, M., Vasilopoulou, C., Maga-Nteve, C., y Klapa, M.
(2018). Untargeted GC-MS metabolomics. Journal of Methods in Molecular Biology
Humana Press.1738,133-147.

71. Park, S., Sadanala,.K., y Kim, E. (2016). A Metabolomic Approach to
Understanding the MetabolicyLink between Obesity and Diabetes. Journal of
Molecules and Cells. 587-596.

72. Patti, G., Yanes, O., y/Siuzdak, G. (2013). Metabolomics: the apogee or the

omic trilolgy. Natrure. Journal of' Malecular Cell Biol. 263—-269.

73.  Paul, J., Seaforth, C., y Tikasingh, A. (2011). Fitoterapia (Eryngium foetidum).
Journal of Elsevier. 302-308.

74. Pierce, B. (2009). Genética: Un Enfoque Conceptual. Ed. Médica
Panamericana. 35-45.

75. Piras, A., Maccioni, A., Falconieri, D., Porcedda, S, Gongalves, M., Alves-
Silva, J., Silva, A., Cruz, M., Salgueiro, L., y Maxia, A. (2021). Composicion quimica
y actividad biolégica del aceite esencial de Teucrium scordium L..subsp. scordioides
(Schreb.) Arcang. (Lamiaceae) de la isla de Cerdefia (ltalia). Journal of Natural

Product Research. 1-8.

76. Putri, S., Yamamoto, S., Tsugawa, H., y Fukusaki, E. (2013)~Current
metabolomics: Technological advances. In Journal of Bioscience) ‘and
Bioengineering. 116 (1), 9-16.

77. Ramawat, K. (2004). Biotechnology of Medicinal Plants Vitalizer and

Therapeutic. 4 ed. Estados Unidos. Journal of Science Publishers. 1-5.

74
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

78. . Rency, S., Nezami Ranjbar, Z., Zhao, M., y Ressom, H. (2012). lon
annotation-assisted analysis of LC-MS based. Journal of Proteome Science. 2-9.

79. <Recha-Viggiano, A., Salgado-Bustamante, M., y LoOpez-Hernandez, Y.
(2018). El-futuro de la metabolomica en el diagnostico clinico. Journal of Potosi
University Students. 22-27.

80. RodriguesyT., Silva, M., Gurgel, E., Oliveira, M., y Lucas, F. (2022). Eryngium
foetidum L. (Apiaceae): A Literature Review of Traditional Uses, Chemical
Composition, and “sPharmacological Activities. Journal of Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine. 1-15.

81. Rodriguez, J., y Castro, A. (2014). Estructura quimica y actividad
antioxidante in vitro del aceiteresencial de Eryngium foetidum |. “siuca culantro”.

Lima, Peru: Universidad Nacional'Mayor De San Marcos. 15-25.

82. Rodriguez-Morales, S« Ocampo-Medina, B., Romero-Ceronio, N., Alvarado-
Sanchez, C., Vilchis-Reyes, M., Roa de, la Fuente, L., Ortiz-Andrade, R., vy
Hernandez-Abreu, O. (2021). Metabolic “Praofiling of Vasorelaxant Extract from
Malvaviscus arboreus by LC/QTOE#MS. Journal of Chemistry and Biodiversity,
18(4), 1-8.

83. Romero, G., Fernandez, M., Plaza, B., Garrido,\F., y Martinez, V. (2007).
Empleo de la espectrometria de masas como herramienta para la determinacion de
toxicos en alimentos: Hacia la seguridad alimentaria. Jaurnal of Spanish Public
Health. 461-474.

84. Ruiz, M., y Mejia, F. (2020). Plants Used In Traditional Medicine For Viral
Respiratory Conditions. Journal of Rebiol. 40(1), 109-130.

85.  Safti¢, L., Perdurié, Z., Fornal, E., Pavlesié, T., y Kraljevi¢ Paveli¢,.S. (2019).
Targeted and untargeted LC-MS polyphenolic profiling and chemometric analysis of
propolis from different regions of Croatia. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, 165, 162-172.

75
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

86. . Sana, T., Roark, J., Li, X., Waddell, K., y Fischer, S. (2008). Molecular
Formula and METLIN Personal Metabolite Database Matching. Journal of

Biomolecular Techniques. 58—266.

87. Sanchez, A., y Gonzalez, M. (2002). Tema 12., Técnicas de recolecta de

plantas y herberizacion. 123-133.

88. Sanchez:Elores, J. (2013). Botanical Medicine in clinical practice. México.
Journal of Invest Med Sur Mex. 124-130.

89. Sarmiento, M., Barros, R., Diomedes, A., Paternina, G., Mejia, A., Deivis, T.,
y Rivero, S. (2018). Productos Naturales: Metabolitos secundarios y aceites

esenciales. 1-45.

90. Sepulveda, J., Porta, D., ¥ Rocha, S. (2003). La participaciéon de los
metabolitos secundarios en la ‘defensa de las plantas. Journal of Mexican
Physiopathology. 21, 355-363.

91. Simonsen, H., Weitzelf\ C., y ¢Christensen, S. (2013). Guaianolide
Sesquiterpenoids: Pharmacology and Biosynthesis. In: Ramawat K., Mérillon JM.

Journal of Natural Products. 1-4.

92. Soares, J., Rosalen, P., Lazarini, J. G., Massarioli, A., da Silva, C., Nani, B.
D., Franchin, M., y de Alencar, S. (2019). Comprehensive characterization of
bioactive phenols from new Brazilian superfruits by LC<ESI-QTOF-MS, and their
ROS and RNS scavenging effects and anti-inflammatory activity. Journal of Food
Chemistry. 281, 178-188.

93. Song,Y., Lee, J., Jung, I., Seo, B., y Hwang, H. (2020). Molecular Dynamics
Simulations of Micelle Properties and Behaviors of Sodium Lauryl Ether Sulfate
Penetrating Ceramide and Phospholipid Bilayers. Journal of Physical Chemistry B.
1-15.

94. Tabhir, N., Azeez, H., Muhammad, K., Fage, S., y Omer, D. (2017). Explering
of bioactive compounds in essential oil acquired from the stem and root derivatives
of Hypericum triquetrifolium callus cultures. Journal of Natural Product Research.
1-5.

76
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

95. . Vazquez-Cancino, R. (2020). Estudio toxicolégico de especies vegetales
utilizadas en la medicina tradicional. Villahermosa, Tabasco: UJAT. 7-36.

96. “Waizel, J. (2006). Las plantas medicinales y las ciencias. Una vision
multidisciplinaria. Instituto Politécnico Nacional. México. 409-488.

97. Walker, R., Savinova, O., Pedersen, T., Newman, J., y Shearer, G. (2021).
Effects of inflammation and soluble epoxide hydrolase inhibition on oxylipin
composition of veryAdow-density lipoproteins in isolated perfused rat livers. Journal

of Physiological Reports; 9(4), 1.6.

98. Wang, S., Ma, Q., Xie, Z., Shen, Y., Zheng, B., Jiang, C., Yuan, P., An, Q.,
Fan, S., y Jie, Z. (2021). An-Antioxidant Sesquiterpene Inhibits Osteoclastogenesis
Via Blocking IPMK/TRAF6 and Counteracts OVX-Induced Osteoporosis in Mice.
Journal of Bone and Mineral Research. 36(9), 1850—1865.

99. Want, E., y Massons#P. (2011) Procesamiento y andlisis de datos de
metabolomica basados en GC/EC-MS. Journal of Molecular Biology Methods. 708,
277-298.

100. Watson, A. (2006). Thematic review serieés: systems biology approaches to
metabolic and cardiovascular disorders./Lipidomies: a global approach to lipid
analysis in biological systems. Journal of Lipid Res. 47(10), 2101-11.

101. Watson, R., y Preedy, R. (2008). Botanical MedicCine in clinical practice.
London. Journal of Cromwell Press. 64, 131-136; 66, 547-560+-

102. Wheeler, M., Hutchinson, J., y Honour, J. (2006.). GC*MS 53 53 From:
Methods in Molecular Biology: Hormone Assays in Biological ‘Fluids Gas
Chromatography-Mass Spectrometry. Journal of Methods in moléecular. biology.
324:53-74.

103. Williams, S., Liyu, A., Tsali, C., Moore, R., Orton, D., Chrisler, W., Gaffrey, M.,
Liu, T., Smith, R., Kelly, R., PasaTolic, L., y Zhu, Y. (2020). Automated Coupling-ef
Nanodroplet Sample Preparation with Liquid Chromatography-Mass Spectrometry
for High-Throughput Single-Cell Proteomics. Jorunal Chem. 4;92(15), 10588-
10596.

77
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.




Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas.

104. Wilson, P., Ledru, N., y Humphreys, B. (2020). Epigenomica y el rifion.
Jarunal of Curr Opin Nephrol Hypertens. 29(3), 80-285.

105. #«Yamamoto, H., Tsukahara, M., Yamano, Y., Wada, A., y Yazaki, K. (2020).
Alcohol dehydrogenase activity converts 3"-hydroxygeranylhydroquinone to an
aldehyde intermediate for shikonin and benzoquinone derivatives in Lithospermum

erythrorhizon. Journal of Plant and Cell Physiology. 1-9.

106. Zhang, A.,'Sun, H., Wang, P., Han, Y., y Wang, X. (2012). Modern analytical
techniques in metabolomics analysis. Journal of Analyst Royal Society of Chemistry.
137(2), 293-300.

107. Zhang, L., Shen, S.,'Gao, Y., Shi, S., Zhou, C., Mo, J., Xu, Y., Lin, L., y Gan,
L. (2019). Tautomerism and bieactivities of curcumenol, a common sesquiterpenoid

widely existing in edible plants. Jaurhal of Food and Function. 10(3), 1288-1294.

108. Zhou, Y., Zhang, F., Jiang, H., Xu, D., y Deng, D. (2021). Fumaric acid and
succinic acid treat gestationalshypertension by downregulating the expression of
KCNMB1 and TET1. Journala of Experimental and therapeutic medicine. 22(4),
1072.

109. Zubiri-Gaitan, A. (2018). Analisis metabolomieo no dirigido en dos lineas de
conejos seleccionadas de forma divergente para grasa intramuscular. Valencia,

Espafia: Universidad Politécnica de Valencia. 35-42.

78
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE
Eryngium foetidum MEDIANTE LC/MS y GC/MS.






