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RESUMEN

El estudio de las plantas utilizadas en la medicina tradicional ha contribuido de
manera significativa al descubrimiento de compuestos bioactivos con diferentes
actividades farmacoldgicas y al posterior desarrollo de nuevos farmacos. Heliopsis
longipes es una planta endémica de la Sierra Gorda y su raiz, es ampliamente
utilizada con fines culinarios y medicinales en el centro de México. En este sentido,
el aprovechamiento tradicional de esta especie se ha limitado Unicamente a la
utilizacion de la raiz como materia prima lo que implica la destruccién total de la
planta. Hasta el momento, no existe registro del uso de otras partes de la planta con
fines culinarios, medicinales o agrondmicos. La ausencia de investigaciones formales
en la caracterizacion de los compuestos quimicos de los diferentes érganos de esta
planta representa una limitacion significativa para alcanzar una comprension integral
de esta valiosa especie. El presente proyecto de investigacion abordd un analisis
exploratorio de los metabolitos especializados presentes en las partes aéreas (hojas
y flores) de especimenes silvestres de H. longipes, a través de la caracterizacion de
los extractos organicos polares y no polares. Adicionalmente, se llevo a cabo la
evaluacion farmacoldgica de su efecto vasodilatador. Los resultados derivados del
analisis cromatografico permitieron identificar un total de 36 compuestos en las
raices, de los cuales, las alcamidas, como la afinina, representaron el 78.21% de la
abundancia total. En el caso de las hojas, se identificaron 72 compuestos,
principalmente terpenoides y acidos grasos y en las flores se lograron identificar 73
compuestos, siendo los mayoritarios acidos grasos, ésteres y terpenoides.

A través de graficos de espacio quimico y t-SNE, se reveld la notable diversidad
metabdlica de H. longipes y su adaptacion funcional a diferentes necesidades
ecoldgicas. Los extractos no polares de hojas presentaron actividad vasodilatadora
con un Emax del 100% y CEso de 570.6 uM cuyo efecto no se atribuye a la presencia
de la afinina, como en el caso de los extractos obtenidos a partir de las raices. Los
resultados derivados de la presente investigacion indican que las hojas de H.
longipes como una fuente de moléculas vasodilatadoras, potencialmente utiles en el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares.



|. INTRODUCCION
En el vasto campo de la etnobotanica y la etnofarmacologia, la exploraciéon de las
plantas medicinales y sus aplicaciones tradicionales ha sido fundamental tanto para
el descubrimiento de nuevos farmacos, como para la preservacion del conocimiento
ancestral. Alrededor del 35 % de los farmacos aprobados por la FDA se originaron
directa o indirectamente a partir de productos naturales. Las plantas son una fuente
muy importante de agentes terapéuticos, que incluyen compuestos puros o
fitomedicamentos. De manera particular, los productos naturales, entre los que
destacan los metabolitos secundarios, constituyen la materia prima para el desarrollo
de medicamentos complejos y semisintéticos, prototipos para el disefio de
compuestos lideres y representan también marcadores taxondémicos. El presente
estudio se centra en el analisis quimico y farmacolégico de las partes aéreas de la
especie vegetal Heliopsis longipes, conocida como chilcuague, la cual posee

diversas aplicaciones en la medicina tradicional mexicana.

A pesar de su importancia en la herbolaria indigena y los hallazgos prometedores en
investigaciones recientes, la planta H. longipes enfrenta desafios en términos de
conservacion, cultivo sostenible y optimizacion de sus usos medicinales. La falta de
estudios exhaustivos sobre métodos de extraccion eficientes, caracterizacion de
compuestos quimicos de todas sus partes y la evaluacion de su potencial en
aplicaciones farmacologicas especificas limita la comprension completa de esta

valiosa especie.

Evidentemente, la medicina tradicional representa una fuente de informacién valiosa
en la busqueda de nuevos farmacos y es necesaria la realizacion de investigaciones
mas profundas sobre especies vegetales cuyo uso con fines terapéuticos se
encuentra muy difundido, tal es el caso de H. longipes. En estudios cientificos
previos, se ha demostrado que los extractos organicos preparados a partir de la raiz
de esta planta, poseen actividad vasodilatadora, antinociceptiva, antiproliferativa y
antiinflamatoria, entre otras actividades farmacoldgicas, lo que la convierte en un
candidato prometedor para el desarrollo de nuevos farmacos. Sin embargo, a la

fecha no se han realizado estudios quimicos y farmacoldgicos sobre las partes

1



aéreas de esta especie vegetal (hojas y flores), de tal forma que se desconocen las
potenciales aplicaciones que estas partes de la planta podrian tener, limitando su

aprovechamiento.

En este contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo general realizar un
andlisis quimico y determinar el efecto vasodilatador de extractos organicos
obtenidos a partir de las partes aéreas de H. longipes.



[I. ANTECEDENTES
Il.1. Etnobotanica y plantas medicinales

[1.1.1. Plantas en la medicina tradicional

La etnobotanica es un campo interdisciplinario que combina el estudio de las
plantas y sus usos tradicionales por parte de diferentes comunidades. Implica la
exploracion de conocimientos y practicas indigenas relacionadas con las plantas
medicinales, las cuales han sido ampliamente reconocidas por su contribucién a la
salud y preservacion de la biodiversidad. La investigacion etnobotanica juega un
papel crucial en la documentacién y preservacion de este valioso conocimiento, asi
como en la comprension de los factores culturales y ecologicos que influyen en el

uso de plantas medicinales en diferentes sociedades (Rejon-Orantes y col., 2023).

El estudio de la etnofarmacologia, rama de la etnobotanica, se centra
especificamente en las practicas medicinales tradicionales de diferentes culturas y el
uso de hierbas medicinales en el tratamiento de enfermedades. Este campo ha sido
fundamental en la identificacion de nuevos farmacos y agentes terapéuticos, varios
de los cuales tienen su origen en plantas tradicionalmente utilizadas por los pueblos
indigenas. Por ejemplo, la morfina, la quinina y la aspirina se derivan de plantas que

se han utilizado durante siglos en la medicina tradicional (Nerkar y Nagarkar, 2023).

En los ultimos afios, ha habido un creciente interés en el potencial de diferentes
sistemas médicos tradicionales, tales como: la medicina Ayurvédica, la homeopatia,
los nutracéuticos, la alopatia y el uso de medicamentos herbarios. Estos sistemas
tradicionales de medicina tienen una rica historia de uso de remedios basados en
plantas para tratar diversas dolencias y enfermedades. La medicina ayurvédica, por
ejemplo, se ha practicado durante mas de 5,000 afios y se basa en los principios del
equilibrio y la armonia del cuerpo, la mente y el espiritu. Utiliza remedios naturales,
incluyendo hierbas, minerales y productos animales para promover la salud y el

bienestar (Nandaniya y col., 2023).

La exploracion de la etnoboténica y la etnofarmacologia no so6lo ha llevado al

descubrimiento de nuevos farmacos, sino que también ha ayudado a preservar los



conocimientos tradicionales y la biodiversidad. Al estudiar los usos tradicionales de
las plantas medicinales, los investigadores pueden obtener informacién sobre las
propiedades terapéuticas potenciales de estas plantas y desarrollar practicas
sostenibles para su uso (Saha y Sarankar, 2023).

I1.1.2. Basqueda de nuevos farmacos
Las plantas medicinales han sido reconocidas desde hace mucho tiempo por su
potencial en el descubrimiento y desarrollo de farmacos debido a su rico reservorio
de compuestos bioactivos con diversas estructuras quimicas y actividades
biologicas. Los productos naturales derivados de plantas han demostrado
propiedades antimicrobianas, antioxidantes y anticancerigenas prometedoras,
convirtiéndolos en candidatos atractivos para el desarrollo de nuevas terapias para

combatir enfermedades infecciosas y cancer (Ahmad y Karmakar, 2023).

El proceso de descubrimiento de farmacos a partir de productos naturales implica
un enfoque integral y riguroso, que incluye aislamiento de compuestos,
caracterizacion, evaluacion de su actividad biolégica y ensayos preclinicos y clinicos

para identificar compuestos con potencial terapéutico (Ajani, 2022).

Asi mismo, la conservacién y cultivo de plantas medicinales es de suma
importancia para asegurar un suministro sostenible de estos valiosos recursos y
apoyar el desarrollo de medicamentos seguros y eficaces para el manejo y

prevencion de enfermedades (Ajani, 2022).

[I.2. Chilcuague (Heliopsis longipes)

La tribu Heliantheae de la familia Asteraceae alberga al género Heliopsis, que
comprende 14 especies, en su mayoria endémicas de México y aun no todas
debidamente definidas (algunas diferencias y similitudes se muestran en el cuadro
1). La utilidad de estas plantas se ha limitado, desde el punto de vista
antropocéntrico, a dos especies especificas. En Estados Unidos, la Heliopsis
helianthoides ha sido comercializada como flor de ornato en jardineria bajo el nombre

de "falso girasol". Por otro lado, en México, la Heliopsis longipes, conocida



comunmente como chilcuague, presenta aplicaciones mas diversas (Garcia-Chavez
y col., 2004).

Cuadro 1. Comparacion de H. longipes con sus congéneres morfolégicamente
similares (Cilia-Lopez y col., 2014).

Atributo Distribucion
Especie j i
P habito altura hoja pedinculo Meéxico
forma largo (cm) [anchura (cm)| largo (cm)
ascendente a
San Luis Potosi,
H. longipes | CSCUMPente;| o o 359 (OV3933 5 1 6as) |20 |9 9.0530) |Guanajuat
- lengipe subdecumbe | "~ |oblongas ’ 3.5) ’ ,J °
Querétaro
nte o erecto
Sinaloa, Jalisco,
. Michoacan,
orbicular,
Estado de
ascendentes, lanceolada México. Distrito
H. procumbens |rastreroso |20-25 raramente [1-3.5(-4.5) (0.5-2(3) 12-15(20) -
Federal, Hidalgo,
postrados ovada-
oblonga Morelos,
g Tlaxcala, Puebla,
Veracruz
Chihuahua,
Sonora,
Durango,
deltoide- urang
o Zacatecas,
H. parvifolia Erecto 30-40 lanceolada a [1.5-6 0.8-3.5 8.5-20 .
Coahuila, Nuevo
ovada i
Ledn,
Aguascalientes,
Tamaulipas
Durango,
Sinaloa, Nayarit,
Jalisco,
ovada a Michoacan,
H. ovado- (1-)4.5-9.5(- Estado de
Erecto 50-75(200 2.5-4.5(-6 10-14.5(-20
buphtalmoides (200) lanceolada, |6) 6l (-20) México,
deltoide Morelos,
Guerrero,
Puebla, Oaxaca,
Chiapas

Heliopsis longipes tiene una arraigada tradicién en la herbolaria indigena, como lo
evidencian sus denominaciones de origen nahuatl. Entre los nombres registrados

para esta planta se encuentran "ichcha", citado en la traduccién de la obra de



Francisco Hernandez "De historia plantarum Novae Hispaniae", asi como "chilcuan”,
qgue significa chile de vibora, y "chilmécatl", derivado de "chili" (chile) y "mécatl"
(mecate), haciendo referencia a las raices filiformes y al sabor picante que
caracteriza a esta planta (Garcia-Chavez y col., 2004).

[1.2.1. Caracteristicas morfolégicas y taxonomia
Heliopsis longipes es una especie con importancia econdémica en México debido
a sus usos tradicionales. Pertenece a la familia Asteraceae y se caracteriza por su
hébito ascendente a decumbente, hojas ovadas-oblongas y pedunculo relativamente
largo, morfolégicamente muy similar a H. procumbens como se observa en la Figura
1 (Cilia-Lopez y col., 2014).

Figura 1. Partes de la planta. A. Habito B. Raiz C. Cabezuela. D. Pedunculo E. Flor
ligulada F. Flor del disco Ga. Aquenio de flor ligulada Gb. Aquenio de flor del disco
H. Estambres I. Hoja (Cilia-L6opez y col., 2014).



[1.2.2. Distribucién geogréfica
H. longipes es una hierba perenne endémica de Sierra de Alvarez y Sierra Gorda
en el centro de México. Se distribuye en los estados de San Luis Potosi, Guanajuato
y Querétaro, especificamente en cafiones escarpados con bosques de encino y
roble-pino y sustratos de origen igneo en la Sierra de Alvarez y Sierra Gorda como

se muestra en la Figura 2 (Cilia-Lopez y col., 2014).

@ Rioverde

. San Ciro
\ ® San Luis delaPaz
Xich(

Jalpan

Figura 2. Distribucion geografica de H. longipes (Cilia-Lopez y col., 2014).

[1.2.3. Estadios fenolégicos

Se distinguen 4 etapas fenologicas en H. longipes: vegetativa, floracion,
fructificacion y defoliacion. La etapa reproductora se desarrolla durante la temporada
hameda. Las primeras yemas florales se manifiestan hacia finales de junio, mientras
gue la antesis de las flores liguladas y las del disco tiene lugar entre los meses de
julio y agosto, respectivamente. El periodo de fructificacién se presenta al inicio de la
época seca y fria, comprendida entre octubre y febrero. En la parte media de esta
temporada, especificamente en diciembre y enero, se lleva a cabo la dispersion
inicial de los aquenios de las flores liguladas, seguida por la dispersién de los

aquenios de las flores del disco (Cilia-Lopez y col., 2014).

Durante la época seca y calida, que abarca de marzo a mayo, la poblacién

experimenta una pérdida notable, oscilando entre el 60 % y el 80 % del follaje,

7



probablemente atribuible a la escasa disponibilidad de agua. En cuanto a la
produccién de érganos vegetativos, se registran a lo largo de casi todo el afio. Sin
embargo, durante la temporada humeda, el 43 % de la poblacidon presenta este
estado fenoldgico, generando activamente tallos y hojas. En contraste, solo el 19.02
% mantiene esta condicion durante la época seca y cdlida, enfocandose
principalmente en la produccion de hojas. En la Figura 3 se muestra el nimero de
individuos por mes durante un afio y denota los estadios fenolégicos de H. longipes
(Cilia-L6pez y col., 2014).

8 8 3

8 8

Porcentaje de individuos
P
o

i
o

o

Nov Dic Ene Feb y Jun Jul Nov

Mar  for Ago  Sep  Oct "
seca-fria seca-célida humeda seca-fria

@ Defoliacion OEtapavegetativa ®Yemafloral OFlor ®Fructificacién

Figura 3. Fenologia de H. longipes registrada en la localidad de Huertitas, Rioverde,
S.L.P., México (Cilia-Lopez y col., 2014).

[1.2.4 Usos tradicionales en la etnobotanica

Las raices de H. longipes se utilizan para diversos fines, entre ellos como remedio
tradicional para el alivio del dolor, en particular, del dolor de muelas (Cilia-Lépez y
col., 2014). Adicionalmente, las raices de chilcuague se utilizan con fines
medicinales, debido a sus propiedades anestésicas, analgésicas y antiinflamatorias
en la boca (Willig y col., 2019). Se ha encontrado que la planta contiene afinina, su
alcamida mayoritaria, que exhibe potentes actividades antinociceptivas vy
antiinflamatorias (Castro-Ruiz y col., 2017). Ademas, el extracto de H. longipes ha

mostrado efectos antiproliferativos significativos y aumento de la apoptosis celular en
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diversas lineas celulares cancerosas (Nieto-Reséndiz y col., 2017). También se ha
encontrado que el extracto etandlico induce vasodilatacion y tiene aplicaciones
terapéuticas potenciales en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares
(Castro-Ruiz y col., 2017). El extracto etandlico de las raices de H. longipes ha
mostrado efectos antifingicos contra Aspergillus parasiticus, inhibiendo su
crecimiento, la produccién de aflatoxinas y la tasa de germinacién de esporas (Velez-
Haro y col., 2018). Adicionalmente, se ha encontrado que el extracto de hexano
enriquecido con afinina de las raices de H. longipes tiene efectos antiartriticos,
inhibiendo el edema tanto en las fases aguda como cronica (Escobedo-Martinez y
col., 2017).

[1.2.5 Investigacion actual sobre H. longipes

Se ha encontrado que extractos organicos de H. longipes tiene efectos
antiproliferativos significativos e inducen apoptosis en diversas lineas celulares
cancerosas al detener el ciclo celular. El principal constituyente responsable de estos
efectos es la afinina, el cual esta presente en altas concentraciones en los extractos
(Willig y col., 2019). Se ha demostrado que la elicitacion controlada con acido
salicilico y peroxido de hidrogeno aumenta el contenido de afinina, la principal
sustancia responsable de las propiedades analgésicas y antiinflamatorias de H.
longipes, en las raices de las plantas cultivadas que se correlaciona con la regulacion
al alza de las actividades enzimaticas relacionadas con las respuestas al estrés,
como catalasa, superéxido dismutasa, fenilalanina amoniaco liasa y valina
descarboxilasa (Cilia-Lépez y col., 2014). También las investigaciones actuales se
centran en la comprensién de las rutas biosintéticas de la afinina y la sobreexpresion
genética de proteinas como la policétido sintasa (PKS) en las raices (Buitimea-
Cantua y col., 2020).

La utilizacion con fines medicinales de extractos obtenidos de las hojas y las flores
del chilcuague proporcionara a esta planta un valor agregado, ya que actualmente
estas partes de la planta se descarta y carece de un uso significativo. Es necesario
realizar mas estudios relacionados con la optimizacién del proceso de extraccion, la

caracterizacién y purificacion de sustancias fendlicas conjuntamente con la
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evaluacién in vivo de su potencial antioxidante para su posible aplicacion como
ingredientes en alimentos funcionales, productos cosméticos y fitomedicamentos

(Parola-Contreras y col., 2020).

I1.2.6 Raices de H. longipes

Las raices se extienden a lo largo del suelo, alcanzando dimensiones de 15 a 30
cm de longitud con aproximadamente 2 mm de ancho. Estas raices presentan una
corteza de tono moreno que envuelve un eje interno de aspecto lechoso y amarillento
(ver Figura 4). Este sistema radicular revela caracteristicas tipicas de plantas
herbaceas perennes, siendo predominantemente fibroso. Las raices fibrosas
delgadas y superficiales, se despliegan de una intrincada red, estableciendo asi una
conexion eficiente con el suelo. Esta estructura no solo facilita la absorcion 6ptima
de nutrientes y agua del entorno circundante, sino que también confiere estabilidad
a la planta, contribuyendo a su anclaje y soporte. La adaptabilidad y funcionalidad de
este sistema radicular subrayan su capacidad para prosperar en su entorno natural
(Castro-Gonzélez y Rojas-Alba, 2009).

Figura 4. Imagen de las raices de H. longipes (Castro-Gonzéalez y Rojas-Alba,
2009).

[1.2.7 Hojas de H. longipes
Las hojas de esta planta se disponen de manera opuesta, con peciolos que
presentan una textura estrigosa, midiendo entre 3.9 y 6.2 mm de longitud y con un
didmetro de 1.4 a 2 mm. La lamina foliar, de forma ovada a oblonga, a veces

lanceolada, exhibe dimensiones que oscilan entre 2.6 y 4 cm de largo por 1.6 a 2.9
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cm de ancho. El apice de la lamina es submucronado, variando de obtuso a agudo,
mientras que la base se presenta truncada o cuneada. El margen de la lamina
muestra un borde aserrado a ligeramente dentado o en algunas ocasiones, casi
entero cerca del apice. La nervacion de las hojas es triple, basal e imperfecta, y la
textura de las ldminas se caracteriza por ser membranacea y de tonalidad verde-
oscura. En el haz de las hojas, se aprecia una superficie piloso-estrigosa, mientras
qgue, en el envés, la textura es mas clara y con frecuencia menos densamente

pubescente como se muestra en la Figura 5 (Cilia-Lépez y col., 2014).

Figura 5. Imagen de las hojas de H. longipes colectadas en la Sierra Gorda,
México. A: Conca, B: San Juan Buenaventura (SJB) y C: Beltran (Parola-Contreras
y col., 2020).

[1.2.8 Flores de H. longipes

Las flores liguladas, en nimero de 5 a 11, son de color amarillo, hermafroditas y
poseen laminas lineares a oblongo-elipticas que miden entre 15.2-20.5 mm de largo
y 5.4-7.4 mm de ancho (ver Figura 6). Estas laminas son escasamente pubescentes
a pubérulas en el exterior y tienen un apice hendido tridentado. En cuanto a las flores
del disco, su numero varia entre 40 y 176, también son hermafroditas y presentan
una corola tubulosa de color castafio-amarillo, siendo glabras y midiendo 4.7-5.6 mm
de largo por 1-1.3 mm de ancho. La corola de estas flores del disco tiene 5 dientes,
las anteras son de color negruzco y tienen aproximadamente 1.5 mm de largo, con

la base aflechada y ocasionalmente obtusa (Cilia-Lépez y col., 2014).
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Las ramas del estilo son aplanadas, romas y peniciliadas en el apice. Los aquenios
de las flores liguladas tienen dimensiones de 3.1-4.5 mm de largo y 1.4-2.5 mm de
ancho, son cuadrangulares y estriados, con colores que van desde verdes hasta
castafos. Por otro lado, los aquenios de las flores del disco miden entre 2.6-3.9 mm
por 1.2-2.9 mm, son triangulares o cuadrangulares, muricados, estriados, Yy
presentan colores que van desde castafios hasta castafio-negruzcos. El vilano es
una estructura en forma de pelos, escalas o cerdas que ayuda en la dispersién de
las semillas al viento; en la planta esta ausente o solo se presenta raramente con 2-

4 aristas pequefias y membranosas (Cilia-Lépez y col., 2014).

Figura 6. Imagen de las flores de H. longipes.

Se encontraron acidos fendlicos (acido hidroxibenzoico, acido clorogénico, acido
cafeico y acido cumarico), asi como flavonoides (rutina, apigenina, genisteina,
guercetina y naringenina) en el extracto metandlico de las flores, el cual ha
demostrado su capacidad de eliminacion de radicales libres (DPPH" y ABTS™), lo
gue indica que los compuestos fendlicos y flavonoides identificados en los extractos
confieren un efecto antioxidante (Parola-Contreras y col., 2020). El &cido clorogénico
ha demostrado ser un poderoso antioxidante, ya que inhibe la carcinogénesis y tiene
efectos protectores contra el estrés oxidativo (Caprioli y col., 2016). Se ha

demostrado que el acido cafeico, la apigenina y la quercetina tienen efectos
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anticancerigenos y protectores contra el fotoenvejecimiento de la piel por sus

propiedades antioxidantes (Lorencini y col., 2014).

I1.3. Metabolémica vegetal

La metaboldmica vegetal es un campo en rapido avance dentro de las ciencias
vegetales y la biologia de sistemas. Involucra andlisis exhaustivos de pequefas
moléculas (metabolitos) en tejidos y células vegetales. Estos metabolitos incluyen
una amplia gama de compuestos, como azucares, aminoacidos, acidos organicos,
metabolitos secundarios (por ejemplo, alcaloides y flavonoides), lipidos, entre otros.
La metaboldmica permite comprender los roles funcionales de metabolitos
especificos en la fisiologia, desarrollo y respuestas de las plantas a tensiones bidticas
y abidticas como se muestra en la Figura 7. Puede llevar a la identificacion de

metabolitos vinculados con rasgos o funciones especificas (Manickam y col., 2023).
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Figura 7. Metaboldmica vegetal: Una nueva era en la mejora de cultivos (Manickam
y col., 2023).
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Las redes y rutas metabolicas vegetales pueden entenderse mejor con la ayuda
de la metabolémica. Los investigadores pueden determinar cémo reaccionan las
plantas a sefiales ambientales o modificaciones genéticas examinando cémo
cambian los perfiles de metabolitos en diversas etapas del cultivo. La metabolémica
desempefia un papel importante en la mejora de cultivos y la biotecnologia. Integrar
datos de metabolémica con otros datos Omicos (genOmica, transcriptomica vy
proteémica) proporciona una perspectiva mas completa de la biologia vegetal. Este
enfoque de biologia de sistemas permite a los investigadores comprender las
complejas interacciones dentro de los organismos (Manickam y col., 2023).

[1.3.1 Metabolitos primarios

Los metabolitos primarios, como carbohidratos, aminoacidos, lipidos vy
compuestos organicos, son esenciales para la supervivencia y perspectivas
nutricionales de las plantas. Desempefian un papel crucial en el mantenimiento de la
homeostasis metabdlica durante el estrés abidtico y estan estrechamente
relacionados con el fenotipo vegetal (Prathibha, y col. 2023). Estos metabolitos
actian como osmolitos y osmoprotectores, ayudando a las plantas a mantener la
homeostasis celular y proteger contra los efectos perjudiciales de los factores de
estrés. La acumulacion o no acumulacion de metabolitos primarios especificos se ha
relacionado con la tolerancia al estrés en las plantas y sus niveles pueden ser

utilizados como indicadores de respuesta al estrés (Rahman y col., 2023).

[1.3.2 Metabolitos secundarios (especializados)

Los metabolitos secundarios de las plantas (PSM) juegan un papel crucial en la
defensa de las plantas contra los estresores abidticos. Estos metabolitos, incluidos
los compuestos fendlicos, terpenoides y compuestos que contienen nitrdgeno, no
estan directamente involucrados en el crecimiento y desarrollo de las plantas, pero
son esenciales para la comunicacion, defensa y adaptacion de las plantas a las
tensiones ambientales. Se ha estudiado ampliamente la sintesis y acumulacion de
metabolitos secundarios en respuesta a condiciones de estrés, y su papel en la
regulacion de los mecanismos de defensa de las plantas ha sido bien documentado
(Rahmany col., 2023).
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Los PSM pueden ser producidos como aleloquimicos por una planta emisora y
detectados por varios receptores, como otras plantas, insectos y microorganismos.
Los PSM también pueden desempefiar funciones de defensa, como moléculas de
sefializacion o como compuestos antipatdgenos. Existen dos grupos de este Ultimo
tipo de compuestos: las fitoanticipinas que se encuentran constitutivamente en la
planta y las fitoalexinas, las cuales incrementan sus niveles tras la infeccibn como se

muestra en el esquema de la Figura 8 (Muiioz-Hoyos y Stam, 2023).
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Figura 8. Descripcion general de las funciones de los metabolitos secundarios
(Mufoz-Hoyos y Stam, 2023).

[1.3.2.1 Metabolitos especializados en H. longipes

Las alcamidas son una clase de moléculas bioactivas que se encuentran en
diversos organismos, incluyendo plantas. Una especie vegetal que acumula
alcamidas en sus raices es H. longipes. Se propone que la via biosintética de la
cadena acilo de alcamidas esté mediada por un complejo de policétido sintasa (PKS)
de cuatro médulos. Este complejo es el responsable de la sintesis de una alcamida
C10 llamada afinina (ver Figura 9). Se ha demostrado que la afinina posee actividad
antimutagénica, por lo que es potencialmente util en el tratamiento de ciertas
afecciones. Ademas de la afinina, las raices de H. longipes también producen otras
alcamidas menores, como longipinamida A, longipenamida A y longipenamida B, que

pueden contribuir a la bioactividad general de H. longipes (Willig y col., 2019).
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Figura 9. Estructura quimica de la afinina, la principal alcamida en las raices de H.
longipes (Castro-Ruiz y col., 2017).

Previamente, también se han aislado de las raices de esta planta compuestos
guimicos como el éster bornilico del acido (2E,6Z,8E)-deca-2,6,8-trienoico, la
(2E,6E,8E)-N-(2-metilbutil)deca-2,6,8-trienamida, (2E,4Z)-N-(2-metilpropil)undeca-
2,4-dien-8,10-diinamida, la (2E,6Z)-N-isobutil-2,6-decenoamida, la (2E)-N-isobutil-2-
decenamida, el escualeno, el palmitato de B-sitosterilo, el palmitato de estigmasterilo,
el acetato de lupeilo, el lupeol, el angelicoidenol, el B-sitosterol y el estigmasterol

(Lopez-Martinez y col., 2011).

Por otra parte, otra variedad de Heliopsis, H. helianthoides var. scabra, ha sido
investigada por sus potenciales efectos antimetastasicos en el cerebro. De las raices
de esta variedad se aislaron diversos compuestos, entre ellos neolignanos tipo
arilbenzofurano y derivados de lignano. Estos compuestos mostraron efectos
inhibidores sobre la migracion celular y potenciaron la funcion de barrera de la barrera
hematoencefalica. Esto sugiere que estos compuestos pueden tener el potencial de
interferir en diferentes pasos de la formacion de metastasis cerebrales (Hajdu y col.,
2014).

Asi mismo, se encontré que las N-alquilamidas de H. helianthoides var. scabra
modulan el sistema endocannabinoide, el cual esta involucrado en diversos procesos
fisiologicos. Estas N-alquilamidas exhibieron acciones cannabimiméticas, lo que
indica sus potenciales aplicaciones terapéuticas (Hajdu y col., 2014). Ademas, se

encontr6 que las partes aéreas de H. helianthoides contenian guaiandlidos,
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germacrandlidos, derivados de homogeranilnerol, daucano y derivados de
tremetona. Estos compuestos se identificaron mediante espectroscopia de RMN de
campo alto y contribuyen a la significacion quimiotaxondémica del género (Jakupovic
y col., 1988). También, H. helianthoides contiene compuestos fendlicos con actividad
antioxidante. La mayor concentracién de estos compuestos se observo en las hojas
de la planta, siendo el &cido clorogénico y la rutina los compuestos dominantes. El
efecto antioxidante de estas sustancias bioactivas indica su potencial uso en el

desarrollo de farmacos antioxidantes (Pavlenko-Badnaoui y col., 2021).

[1.4. Métodos de extraccion

Las plantas contienen varios compuestos quimicos valiosos que se utilizan
ampliamente en las industrias alimentarias para diversas aplicaciones. Estos
compuestos obtenidos de los materiales vegetales se han extraido mediante
diferentes técnicas de procesamiento convencionales, como maceracion, extraccion
Soxhlet y métodos de asistencia no convencionales como microondas, ultrasonido,
liquido presurizado, fluido supercritico y campo eléctrico pulsado. La eficiencia del
método de extraccion varia segun varios factores, como la naturaleza de la matriz
vegetal, la quimica del extracto vegetal, el tipo de disolvente y la metodologia

utilizada para la extraccion (Farooq y col., 2022).

[1.4.1 Maceracion

La extraccion de los componentes activos de las plantas es el primer paso crucial
en la investigacion de productos naturales. Para la extraccion no dirigida con el
objetivo de aislar y caracterizar la mayor cantidad de compuestos posible, la técnica
mas clasica y mas sencilla de implementar es la extraccion Soxhlet que no causa
artefactos durante el largo proceso de calentamiento; sin embargo, no permite
recuperar todos los compuestos de la planta. La segunda técnica mas utilizada es la
extraccion mediante maceraciones sucesivas utilizando disolventes de polaridad
creciente. Si bien este método se utiliza con frecuencia, hay pocos estudios
disponibles para racionalizarlo y optimizarlo. Ademas, esta técnica de extracciéon
requiere algunas mejoras principalmente por razones de eficiencia, ambientales y de
tiempo (Gori, 2021).
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La maceracion es una de las técnicas de extraccion mas simples, populares,
econbmicas y eficientes utilizadas para la extraccién de diferentes compuestos
bioactivos, a partir del material vegetal. El proceso de maceracién consiste en triturar
el material vegetal grueso en particulas mas pequefias para aumentar la superficie y
facilitar la mezcla con un disolvente (metanol, etanol, acetato de etilo, acetona,
hexano, etc.). Después esta mezcla de material vegetal y solvente se deja reposar
por un periodo de tiempo, se agita en diferentes intervalos y se filtra. La polaridad del
disolvente es el parametro importante que afecta la eficiencia de la extraccién. En
este método se utilizan diferentes disolventes y combinaciones de tiempo y

temperatura para una extraccion eficiente (Farooq y col., 2022).

[1.5. Técnicas analiticas instrumentales

La metabolomica se ha convertido en una poderosa herramienta para estudiar la
composicion de los metabolitos en las plantas y obtener informacién sobre sus
respuestas de adaptacion, aclimatacion y defensa a las tensiones ambientales. Al
analizar la regulacion metabolomica en las plantas, los investigadores pueden
comprender mejor la produccion de diversos metabolitos y su papel en la biologia

vegetal (Tsugaway col., 2021).

En el campo del andlisis de plantas se aplican diversas técnicas analiticas para
caracterizar sustancias valiosas en plantas medicinales y aromaticas. Los métodos
cromatograficos, que incluyen cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia de
gases (CG) y cromatografia liguida de alto rendimiento (HPLC), se utilizan
ampliamente. También han ganado protagonismo las técnicas modernas de
preparacion de muestras como la extraccion en fase sélida (SPE), la microextraccion
en fase sdlida (SPME), la extraccién por sorcion en barra agitadora (SBSE), la
extraccion acelerada por solventes (ASE) y la extraccion de fluidos supercriticos
(SFE). Los métodos de espectroscopia vibracional, como el infrarrojo medio (MIR),
el infrarrojo cercano (NIR) y la espectroscopia Raman, en combinacién con la
guimiometria, ofrecen un monitoreo rapido y eficiente de numerosas muestras de

plantas (Wolfender y col., 2015).
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Herramientas analiticas avanzadas en sistemas acoplados, que incluyen
cromatografia de gas-espectrometria de masas (CG-EM), cromatografia liquida-
espectroscopia de masas (LC-MS), electroforesis-espectrometria de masas capilar
(CE-MS), espectrometria de resonancia ciclotrén de iones transformada de Fourier
(FTICR-MS), desorcion/ionizacién laser asistida por matriz (MALDI), espectrometria
de movilidad iénica (IMS) y la resonancia magnética nuclear (RMN), han acelerado
significativamente el perfil metabdlico preciso en las plantas. Estas herramientas
permiten a los investigadores identificar y cuantificar con precision metabolitos en

muestras de plantas (Patel y col., 2021).

[1.5.1 CG-EM en la metabolomica vegetal

La cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) es un método
analitico comunmente utilizado para la identificacion de metabolitos, ya que genera
espectros moleculares que pueden compararse con los compuestos de referencia.
El proceso de identificacion implica comparar los espectros observados con
compuestos de referencia conocidos y asignar la mejor referencia coincidente como
la identificacion, basada en una puntuacion de similitud por encima de un umbral
especificado. Ahora bien, no hay garantia de que los metabolitos identificados estén
sin falsos positivos y se carece de una estimacidn precisa de la tasa de
descubrimiento falso (FDR), que representa el nUmero esperado de identificaciones

falsas en relacion con el conjunto total (Flores y col., 2023).

Una de las aplicaciones clave de la CG-EM es la metabolémica no dirigida, donde
permite la medicion de moléculas pequefias y compuestos volatiles que desempefian
papeles cruciales en diversas vias biologicas. Esta técnica puede ser utilizada para
identificar y cuantificar metabolitos en muestras biol6dgicas, proporcionando
informacion valiosa sobre el estado metabdlico de un organismo o el impacto de
ciertas condiciones o enfermedades. EI CG-EM también se puede utilizar para el
analisis dirigido, que ofrece una mejor especificidad, una mayor sensibilidad y un
procesamiento de datos simplificado, asi como la identificacién de compuestos que

muestra la Figura 10 (Rey-Stolle y col., 2022).
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Figura 10. Descripcion general del flujo de trabajo de la CG-EM aplicado en
metabolomica (Khakimov y col., 2016).

[1.5.2 HPLC en la metabolémica vegetal

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es un método preferido para la
obtencién de perfiles con ventajas como su facil y amplia disponibilidad, y su costo
de mantenimiento relativamente bajo. La HPLC presenta varias ventajas en el
analisis de medicinas herbales, como una alta sensibilidad, buena resolucion y
linealidad, capacidad para analizar multiples componentes y facilidad de
automatizacion, lo que la hace adecuada para obtener una huella digital. Tiene la
capacidad de separar, identificar y cuantificar compuestos presentes en una muestra.
La HPLC puede utilizarse para la deteccion cualitativa y cuantitativa de compuestos

activos o marcadores (Gholkar y col., 2022).

La cromatografia liquida de ultraeficiencia (UPLC) es una técnica moderna que
ofrece un nuevo enfoque para la cromatografia liquida. La UPLC proporciona al
usuario velocidad de aplicacion, resolucién y sensibilidad. La cuantificacion y

separacién en UPLC se realizan bajo una presion muy alta (Gupta y col., 2022).
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La cromatografia liquida-espectrometria de masas o cromatografia liquida de alto
rendimiento-espectrometria de masas (HPLC-EM) es una técnica analitica que
combina la separacion de alta resolucion con la deteccion de un espectro de masas
sensible y especifico. La combinacion de CL con EM representa un desarrollo
significativo en las técnicas de cromatografia. La espectrometria de masas en CL-
EM ayuda a determinar la composicién elemental y a elucidar la estructura de una
muestra (Gujrati y col., 2021).

Un sistema tipico de CL-EM es una combinacion de HPLC con EM mediante una
interfaz, es decir, una fuente de ionizacién. Los componentes de una muestra se
separan mediante cromatografia liquida, se pulverizan en una fuente idnica a presion
atmosférica, que transforma los iones en la fase gaseosa. Hay un analizador de
masas que se utiliza para clasificar los iones segun su relacion masa-carga y se
emplea un detector para contar los iones que provienen desde el analizador de
masas, amplificando las sefiales generadas por cada ion. Como consecuencia, se
obtiene un espectro de masas, que se utliza para determinar la masa de las
moléculas y la naturaleza elemental o isotopica de los componentes de una muestra,

asi como para elucidar la estructura quimica de las moléculas (Gujrati y col., 2021).
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Figura 11. Descripciéon general del flujo de trabajo de la HPLC aplicado en
metabolémica dirigida (Haneef y col., 2018).
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II.6. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son una clase de enfermedades que
afectan el corazon y los vasos sanguineos como se muestra en la Figura 12. Incluyen
afecciones como cardiopatia isquémica, accidente cerebrovascular, enfermedad de
las arterias coronarias, disritmias cardiacas y enfermedad vascular periférica. Las
ECV son la principal causa de mortalidad en todo el mundo y las tasas de mortalidad
ajustadas por edad disminuyen en la mayoria de los paises, debido a la mejora de
los esfuerzos de prevencion y tratamiento. Sin embargo, existen variaciones
significativas en las tasas de ECV entre los paises, observandose tasas mas altas
en los paises de ingresos bajos y medianos. Los factores de riesgo modificables
como el consumo de tabaco, la dieta poco saludable, la inactividad fisica, la presion
arterial alta, la dislipidemia, la diabetes y el alto indice de masa corporal contribuyen
a una gran proporcion de la carga de ECV. El desarrollo econémico, la globalizacion
y la urbanizacion también juegan un papel en la relacién entre las ECV y la salud
(Bovet y col., 2023).

* Miocarditis * Programas de salud publica

® Pancreatitis * Medidas preventivas

¢ Enfermedad pericardica * Guias de diagndstico

¢ Cardiomiopatia * Algoritmos de tratamiento

¢ Enfermedad pericardica ® Colaboraciones internacionales
* Vasculitis * Mayor consciencia

e Obstruccion (quistes) * Recopilacion de datos Mejorada
® Isquemia miocardica * Medidas profilacticas

Figura 12. Enfermedades cardiovasculares: implicaciones y estrategias

terapéuticas (Farina y col., 2023).
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La hipertension arterial se erige como una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial, representando una carga significativa para los sistemas
de salud. A pesar de los avances en el desarrollo de farmacos antihipertensivos, una
proporcién considerable de pacientes no logra alcanzar los objetivos de presion
arterial establecidos, lo que subraya la necesidad de nuevas estrategias terapéuticas
(Derosa y Maffioli, 2012).

11.6.1 Estadisticas de las ECVs

Las ECV siguen siendo una de las 2 principales causas de muerte en los Estados
Unidos desde 1975, con 633,842 muertes o 1 de cada 4 muertes. En 2015, las
enfermedades cardiacas ocuparon el primer lugar como causa principal de muerte,
seguidas por 595,930 muertes relacionadas con el cancer. A nivel mundial, las ECV
también son la causa nimero 1 de muerte, con un estimado de 17.7 millones de
muertes en 2015, segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS). La carga de las
ECV se extiende aun mas, ya que se considera la enfermedad mas costosa, incluso
por delante de la enfermedad de Alzheimer y la diabetes, con costos indirectos
calculados de 237 mil millones de ddlares por afio y una proyeccion de aumento a

368 mil millones para 2035 (Olvera-Lopez y col., 2024).

[1.6.2 Etiologia de las ECVs

Las ECV pueden tener diversas etiologias, como embolias en pacientes con
fibrilacion auricular que resultan en accidentes cerebrovasculares isquémicos, o
fiebre reumatica que causa enfermedad valvular del corazén. Sin embargo, abordar
los factores de riesgo asociados al desarrollo de la aterosclerosis es crucial, ya que
esta es un denominador comun en la fisiopatologia de las ECV. La industrializacién
de la economia, el cambio hacia trabajos sedentarios y la cultura actual impulsada
por el consumismo y la tecnologia, con jornadas laborales mas extensas, largos
desplazamientos y menos tiempo libre para actividades recreativas, explican el
aumento significativo y constante en las tasas de ECV en las ultimas décadas. La
inactividad fisica, la ingesta de dietas ricas en calorias, grasas saturadas y azUcares

estan asociadas al desarrollo de aterosclerosis y otras alteraciones metabdlicas,
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como el sindrome metabdlico, la diabetes mellitus y la hipertension, prevalentes en
personas con ECV (Olvera-Lopez y col., 2024).

Estudios como INTERHEART han identificado nueve factores de riesgo
modificables que representan el 90 % del riesgo de sufrir un primer infarto de
miocardio, destacando el tabaquismo. Factores no modificables como antecedentes
familiares, edad y género también influyen, con la historia familiar de enfermedad
aterosclerdtica prematura considerada un factor de riesgo independiente. Ademas,
condiciones como el VIH, historial de radiacion en el pecho, microalbuminuria e
indicadores inflamatorios elevados también se asocian con un mayor riesgo de ECV.
La relacion entre factores dietéticos especificos, como el consumo de carne, fibra y
café, y las ECV sigue siendo controvertida debido a sesgos y confusion residual
presentes en estudios epidemioldgicos. La Asociacion Americana del Corazon ha
desarrollado programas de promocion de la salud centrados en siete
recomendaciones para reducir el riesgo de ECV, enfatizando evitar el tabaco,
mantenerse fisicamente activo, llevar una dieta saludable y mantener niveles
normales de presion arterial, peso corporal, glucosa y colesterol (Olvera-Lopez y col.,
2024).

11.6.3 Fisiopatologia de las ECVs

La aterosclerosis es el proceso patogénico que afecta las arterias y la aorta,
pudiendo causar enfermedad como consecuencia de la disminucion o ausencia de
flujo sanguineo debido a la estenosis de los vasos sanguineos. Este proceso implica
multiples factores, como la dislipidemia, fendmenos inmunolégicos, inflamacion y
disfuncion endotelial. Se cree que estos factores desencadenan la formacion de una
estria grasa, que es la caracteristica distintiva en el desarrollo de la placa
aterosclerotica, un proceso progresivo que puede ocurrir incluso en la infancia. Esta
evolucion incluye el engrosamiento intimal con la acumulacion posterior de
macrofagos cargados de lipidos (células espumosas) y matriz extracelular, seguido
por la agregaciéon y proliferacién de células musculares lisas, constituyendo la

formacion de la placa de ateroma (Olvera-Lopez y col., 2024).
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A medida que estas lesiones continian expandiéndose, puede ocurrir apoptosis
de las capas profundas, precipitando un mayor reclutamiento de macréfagos que
pueden calcificarse y dar lugar a placas ateroscleréticas. Otros mecanismos como la
remodelacion arterial y la hemorragia intra-placa desempefian un papel importante
en la demora y aceleracion de la progresion de las enfermedades cardiovasculares

aterosclerdticas (Olvera-Lopez y col., 2024).

11.6.4 Diagndstico de las ECVs
Una historia clinica exhaustiva y un examen fisico dirigido, pero no limitado al
sistema cardiovascular, son los pilares para el diagnéstico de las ECVs.
Especificamente, una historia clinica compatible con obesidad, angina, disminucion
de la tolerancia al ejercicio, ortopnea, disnea paroxistica nocturna, sincope o
presincope, y claudicacion deberia llevar al médico a obtener una historia y examen
fisico méas detallados y, si es pertinente, realizar pruebas diagnosticas adicionales de

acuerdo con el escenario clinico (Olvera-Lopez y col., 2024).

Ademas del diagnostico basado en la sospecha clinica, la mayoria de los
esfuerzos deben orientarse hacia la prevencion primaria, centrandose en personas
con factores de riesgo y tratando los factores de riesgo modificables por todos los
medios disponibles. A partir de los 20 afos, todos los pacientes deben participar en
la discusion de los factores de riesgo de ECV y la medicién de lipidos. Existen
programas que utilizan los niveles de LDL-colesterol y HDL-colesterol, junto con la
presencia de otros factores de riesgo, para calcular un puntaje de ECV a 10 o 30
afios y determinar si se indican terapias adicionales, como el uso de estatinas y
aspirina, para la prevencion primaria, generalmente indicado si dicho riesgo es

superior al diez por ciento (Olvera-Lopez y col., 2024).

[1.6.5 Tratamiento de las ECVs
Los vasodilatadores son medicamentos comunmente utilizados para tratar ECVs
como hipertension, angina e insuficiencia cardiaca al dilatar los vasos sanguineos,

mejorando el funcionamiento del sistema cardiovascular. Los diferentes tipos de
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vasodilatadores tienen diversos grados de selectividad para diferentes lechos

vasculares y pueden tener distintos perfiles clinicos.

En general, los vasodilatadores dilatan o previenen la constriccién de los vasos
sanguineos como lo sefiala la Figura 13, lo que permite un mayor flujo sanguineo a
varios érganos del cuerpo. Muchos vasodilatadores se unen a receptores de las
células endoteliales de los vasos sanguineos, que estimulan la liberacién de calcio.
El calcio activa la enzima 6xido nitrico sintasa (NO sintasa) y convierte la L-arginina
en NO. Sale de la célula endotelial por difusion y entra en las células del musculo liso
vascular. NO activa GTP y lo convierte en cGMP. Luego, el GMPc estimula la
fosfatasa de cadena ligera de miosina, que elimina un solo fosfato de los filamentos
de miosina y actina. La desfosforilacion de los filamentos de miosina y actina permite

la relajacion del musculo liso vascular (Hariri y Patel, 2024).
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Figura 13. Mecanismos de accion de los vasodilatadores (Klabunde, 2023).
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Ejemplo de vasodilatadores:

Bloqueadores de los canales de calcio (verapamilo, diltiazem, nifedipina,
amlodipina)

Un antagonista del sistema renina-angiotensina-aldosterona (bloqueadores
de los receptores de angiotensina, inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina)

Agonista del receptor B-adrenérgico 2 (salbutamol, terbutalina)
Antagonista del receptor postsinaptico o-adrenérgico 1 (prazosina,
fenoxibenzamina, fentolamina)

Agonista del receptor a-adrenérgico 2 de accidon central (clonidina, a-
metildopa)

Antagonista del receptor de endotelina (bosentan, ambrisentan)

Inhibidores de la fosfodiesterasa (sildenafilo, tadalafilo)

El descubrimiento de nuevos vasodilatadores es importante porque proporciona a

los médicos opciones alternativas para mejorar los resultados en pacientes con

insuficiencia cardiaca e hipertension (Zamaniy Greenberg, 2013).
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lIl. HIPOTESIS
Las partes aéreas de Heliopsis longipes contienen metabolitos especializados
polares (flavonoides y acidos fendlicos) y no polares de bajo peso molecular
(terpenos y alcamidas) que exhiben un efecto vasodilatador en anillos aérticos de
rata.
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IV. OBJETIVOS
IV.1 Objetivo General

Caracterizar el perfil quimico y evaluar el efecto vasodilatador de los extractos de
diclorometano y metanol obtenidos a partir de las partes aéreas de Heliopsis
longipes.

IV.2 Objetivos especificos

a) Obtener los extractos metandlicos y de diclorometano a partir de las
partes aéreas (hojas y flores) de H. longipes.

b) Caracterizar el perfil quimico no polar (extracto de diclorometano)
mediante CG-EM y polar (extracto metanolico) por UPLC-EM.

c) Cuantificar afinina y buscar otras alcamidas en los extractos organicos de
las partes aéreas de H. longipes mediante cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a detector de fotodiodos (HPLC-DAD).

d) Evaluar el efecto vasodilatador de los extractos organicos de las partes

aéreas de H. longipes en anillos adrticos de rata.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales

V.1.1 Material biol6gico

Semiillas, raices, hojas y flores de H. longipes

Ratas Wistar macho

V.1.2 Reactivos
Diclorometano

Metanol

Hexano

Acetato de etilo

Hexano

Placas de gel de silice
Cloroformo

Agua grado HPLC
Acetonitrilo grado HPLC
Etanol grado HPLC
Diclorometano grado HPLC
Acido acético glacial

Acido férmico grado masas

Agua grado masas
Isoflurano

Afinina estandar
Quercetina estandar

Acido clorogénico estandar
Solucion de Krebs-Henseleit
L-fenilefrina (1 pM)
Acetilcolina

Solucion salina

KCI (100 mM)

Agua desionizada
Dimetilsulfoxido (DMSO)

V.2 Métodos

V.2.1 Recoleccion de especimenes de H. longipes
Las plantas silvestres de H. longipes (n=3) con altura homogénea fueron
seleccionadas y recolectadas en la localidad de Beltran municipio de Xichu, ubicado
en el estado de Guanajuato, México en las siguientes coordenadas geograficas: 21°
16715.5856" N, 100° 3°11.4624"0. Los ejemplares fueron identificados vy
herborizados en la coleccion Etnobotanica del Herbario “Jerzy Rzedowski”, ubicado

en la facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autbnoma de Querétaro.
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V.2.2 Obtencién de los extractos

Las hojas y flores recolectadas se sometieron a un proceso de secado a
temperatura ambiente y en completa oscuridad por 14 dias. Una vez seco el material
vegetal, las partes aéreas previamente molidas fueron maceradas de manera inicial
con diclorometano por 7 dias a temperatura ambiente. Concluido el tiempo, el
solvente fue retirado mediante rotaevaporacion. Este proceso se realiz6 de manera
exhaustiva hasta la pérdida completa de coloracién. Concluido el proceso de
extraccion con diclorometano, se realiz6 el mismo procedimiento con metanol

utilizando material vegetal recuperado.

V.2.3 Analisis de los extractos de diclorometano mediante CG-EM
Los extractos de diclorometano completamente secos (10 mg) se reconstituyeron
con 10 pL de diclorometano grado HPLC en viales de 2 mL. Se inyectaron 5 pL de la

muestra empleando un automuestreador bajo las condiciones del cuadro 2.

Cuadro 2. Condiciones experimentales del cromatografo de gases.

Temperatura del inyector 280 °C

Modo de inyeccion Split 2:1

Gas acarreador Helio (pureza 99.999 %)

Flujo del gas 1 mL/min

Columna utilizada Columna capilar DB-5MS

Dimensiones de la columna Espesor de pelicula de 60 m x 250 ym de

diametro, 0.25 ym de espesor de fase

Detector Espectrometro de masas cuadrupolar
modelo 5975C (Agilent Technologies®)

Programacién de temperatura Inicio: 40 °C por 10 min

1°" Incremento

140 °C a 3 °C/min durante 20 min
2% Incremento

220 °C a 3 °C/min durante 5 min
3¢" Incremento
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300 °C a 10 °C/min durante 10 min
Final: 230 °C durante 2 min

Los analitos separados ingresaron al espectrometro de masas cuyas condiciones
se describen en el Cuadro 3. La identificacion de los analitos se realizd por
comparacion directa de los espectros de masas obtenidos contra los reportados en
la base de datos NIST Mass Spectra Library® 2019.

Cuadro 3. Condiciones experimentales del EM para la CG-EM.

Fuente de ionizacion Impacto electronico a 70 eV

Factor de ganancia 1

Analizador Cuadrupolo

Detector Copa de Faraday

Temperaturas Linea de transferencia: 280 °C
Fuente de ionizacion: 230 °C
Cuadrupolo: 150 °C

Rango de exploracion 33 a 600 u.m.a.

V.2.4 Analisis de los extractos organicos mediante UPLC-EM
Los extractos metandlicos (1.5 mg) se disolvieron en 1 mL de metanol grado
masas. Consecutivamente, se sonicaron durante 15 minutos y se filtraron a través
de membranas de nailon con un tamafo de poro de 0.45 um. Posteriormente, se
tomd una alicuota de 100 pL y se completé a 1 mL con la fase movil utilizada; la
muestra se inyecté por triplicado bajo las condiciones que se muestran en el cuadro

4.
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Cuadro 4. Condiciones experimentales del UPLC-EM para los extractos

metanolicos.

Fase estacionaria Columna BEH C18 (Waters®) (2.1 x 100 mm,
1.7 um)

Fase movil Fase A: Acetonitrilo (ACN) y Fase B: Agua
(acidificadas con &cido formico al 1%) en
gradiente.

Flujo 0.4 mL/min

Volumen de inyeccion 6 pL

Gradiente de elucién Tiempo FaseA FaseB

0 95 5

2 95 5
22 5 95
25 5 95
27 95 5

3 | 95 5
Tiempo de analisis 60 min
Detector Espectrometro de masas de tiempo de vuelo

modelo HP6210 (Agilent Technologies®)

Los analitos separados ingresaron al espectrometro de masas cuyas
condiciones se describen en el Cuadro 5. Se llevo a cabo un barrido de absorbancia
de 210 a 600 nm, con canales especificos: 214, 280, 320, 360 (y 520 nm en modo
positivo). Se llevé a cabo la ionizacion en modo negativo. EI modo de analisis fue
MSE, en el que la energia de colisién baja fue 6 eV, con una rampa de 15 a 45 eV
en alta energia. La temperatura de la fuente de 120°C, temperatura de desolvatacion
450 °C, Argén como gas de colision y desolvatacién con flujo de 50 L/h y 800 L/h,
respectivamente y voltaje de cono de 40 V. Se utilizé leucina encefalina en una
concentracion de 200 pg/uL como referencia para la correccion de masas con un

flujo de 10 pL/min.
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Para el analisis de datos se empled el Software Unifi 1.9 SR 4 con bibliotecas
propias del Laboratorio Especializado en Andlisis de Alimentos, The University of
Mississippi Botanical Library y The University of Ottawa Phytochemical Library. La
identificacion de los analitos se realizo inicialmente por la deteccion del ion molecular
de compuestos que fueron cargados en una biblioteca de compuestos fendlicos
elaborada a partir de la busqueda bibliografica exhaustiva de compuestos reportados
para la especie y familia a la que pertenece la planta. Posteriormente, se realizé una
comparacion directa de los espectros de masas obtenidos contra los reportados en
la base de datos de The Human Metabolome Database (HMDB), FooDB version 1.0
y MassBank of North America tomando como criterio de aceptacion la presencia de
al menos de 3 picos en el espectro experimental. La biblioteca consistio en 295
compuestos de la familia Asteraceae y adicionalmente se emplearon bibliotecas
elaboradas para Malvastrum bicuspidatum, Physalis cinerascens e Ipomoea

purpurea, por lo que la biblioteca final consistio en 1495 compuestos.

Cuadro 5. Condiciones experimentales del EM para la UPLC-EM.

Fuente de ionizacion lonizacién por electroespray (ESI)
Analizador Tiempo de vuelo VION IMS (ToF)
Modo de ionizacion Negativa

Temperatura Gas de secado (nitrégeno): 350 °C
Flujo del gas de secado 11 L mint

Voltaje del capilar 2 kV

Voltaje del fragmentador 220 kV

Presién de nebulizacién 45 psi

Rango de exploracion 50 a 1800 u.m.a.

V.2.5 Cuantificacién de afinina y busqueda de alcamidas por HPLC-DAD
La cuantificacion de la afinina se realiz6 mediante HPLC-DAD, para lo cual, se

elaboré una curva de calibracion utilizando un estandar de afinina en un rango de 15
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a 90 pg/mL (15, 30, 45, 60y 90 pg/mL). Para preparar la muestra, se pesaron 2 mg
de los extractos organicos y se disolvieron en 1 mL de etanol grado HPLC. Estos se
sonicaron durante 15 minutos y se filtraron a través de una membrana de nailon con
un tamafo de poro de 0.45 pum. Posteriormente, se tomo una alicuota de 100 uL y se
completé a 1 mL con la fase mévil. La muestra se inyectd por triplicado bajo las

condiciones que se muestran en el cuadro 6.

Cuadro 6. Condiciones experimentales de la HPLC-DAD para los extractos

organicos.

Fase estacionaria Columna ZORBAX® ECLIPSE XDB-C8
(4.5x150 mm, tamafo de particula de 5
um y tamafio de poro de 120 A)

Fase movil Acetonitrilo : Agua con acido acético al 1
%, en una proporcion de 1:1

Flujo 1 mL/min

Volumen de inyeccion 20 pL

Gradiente de elucion Isocrética

Tiempo de analisis 20 min

Detector Arreglo de diodos (DAD) para UV-Vis

Longitud de onda 236 nm

(Marrero-Morfa y col., 2023)

V.2.6 Cuantificacibn de compuestos fendlicos totales, flavonoides y
capacidad antioxidante.

V.2.6.1 Cuantificacién de compuestos fenélicos
La cuantificacion de fenoles totales se realiz6 mediante el método de Folin-Ciocalteu.

Primero, se elabor6 una curva de calibracion con acido galico, utilizando
concentraciones de 0.005, 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 mg en 1 mL, disuelto en
metanol al 80 %, empleando este mismo solvente como blanco. A continuacién, se
afiadieron 1.5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1:10 en agua a 0.3 mL del

extracto, previamente diluido 1:10 en metanol, y a 0.3 mL de la solucién estandar de
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acido gdlico para la curva de calibracion. Después de 1 minuto, se agregaron 1.2 mL
de una solucion de Na,COs al 7.5 % y se agito la mezcla. La reaccion se dejo reposar
en oscuridad durante 90 minutos. Posteriormente, se midi6 la absorbancia a 765 nm
utilizando como blanco metanol al 80 %.

V.2.6.2 Cuantificacion de flavonoides totales
La cuantificacion de flavonoides se llevd a cabo utilizando el método de Zhishen.

Para comenzar, se realiz6 una curva de calibracion con catequina, empleando
concentraciones de 0.02, 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 y 0.2 mg en 1 mL. La catequina fue
disuelta en metanol al 80 %. En un matraz volumétrico de 10 mL, se afiadieron 4 mL
de agua destilada y 1 mL del extracto, previamente diluido en una proporcion de 1:10
en metanol, y 1 mL de la solucion estandar de catequina para la curva de calibracion.
En el tiempo cero, se agregaron 0.3 mL de NaNO: al 5 %. Después de cinco minutos,
se afladieron 0.3 mL de AIClz al 10 %. Un minuto mas tarde, se incorporaron 2 mL
de NaOH 1M, completando el volumen con agua y agitando la solucion. La lectura
de las muestras se realiz6 a 510 nm utilizando un blanco de agua, asegurando que

se midiera en un tiempo no mayor a 30 minutos.

V.2.6.3 Determinacion de capacidad antioxidante

V.2.6.3.1 Método de DPPH
Se realiz6 una curva de calibracion utillizando Trolox como estandar en

concentraciones de 0.025, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 y 0.25 mg/mL. Posteriormente, se
disolvieron 2 mg de DPPH en 50 mL de metanol, y se ajustod la absorbancia de la
solucion a 1 antes de su uso. Este ajuste se realizé afiadiendo mas DPPH o diluyendo
la solucién con metanol, segun fuera necesario. A continuacion, se afiadieron 2.8 mL
del reactivo DPPH a 0.2 mL del extracto previamente diluido en una proporcion 1:10
en metanol, o bien a 0.2 mL de las soluciones correspondientes a la curva de
calibracion. Las muestras fueron incubadas durante 30 minutos a temperatura
ambiente, en completa oscuridad. Posteriormente, se midio la absorbancia a 480 nm,

utilizando metanol como blanco.
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La cuantificacion de la actividad antioxidante se realiz6 mediante el calculo del
porcentaje de inhibicién, tomando en cuenta la absorbancia inicial del reactivo DPPH.
El porcentaje de inhibicion se calcul6 con la formula:

abSiniciar — abSy;
inicial final 100

% inhibicion =
absinicial
Los resultados obtenidos se expresaron como mg equivalentes de Trolox por gramo

de muestra.

V.2.6.3.1 Método de FRAP
El ensayo FRAP se llevo a cabo utilizando un reactivo compuesto por 50 mL de buffer

de acetato a 300 mM, con un pH de 3.7, 5 mL de 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ)
(10 mM en HCI 40 mM) y 5 mL de FeClz a 20 mM. Para generar una curva de
calibracion, se prepararon soluciones estandar de Trolox en concentraciones de
0.025, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 y 0.25 mg/mL. A continuacion, se afiadieron alicuotas de
2.8 mL del reactivo FRAP a cada tubo, seguidas de 0.2 mL de extracto (diluido 1:10
en metanol), y de las soluciones estandar de Trolox para la curva de calibracién. Las
mezclas se dejaron reposar en la oscuridad durante 30 minutos y luego se midio la
absorbancia a 630 nm. Los resultados obtenidos se expresaron como mg

equivalentes de Trolox por gramo de muestra.

V.2.7 Ensayo de vasodilatacion ex-vivo

V.2.7.1 Animales de experimentacion
Se emplearon 16 ratas macho Wistar (200 — 250 g) suministradas por el bioterio

del Instituto de Neurobiologia (UNAM), Campus Juriquilla, Querétaro, México. Se
emplearon: 8 ratas para los extractos metandlicos (4 para hojas y 4 para flores) y 8
ratas para los extractos de diclorometano (4 para hojas y 4 para flores). Se realizaron

4 repeticiones con 4 réplicas (n=4)

El tiempo de aclimatacion de las ratas experimentales fue de una semana y se
mantuvieron en condiciones estandar de laboratorio (temperatura (22 °C), humedad
(30%), nivel de ruido (<85 dB) y ventilacién) con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas,

con libre acceso a alimento (Rodent chow 5001) y agua Ad libitum (dieta isocalérica
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y agua purificada). Las ratas fueron alojadas individualmente en jaulas de
policarbonato con dimensiones de 54.5 cm de largo, 39.5 cm de ancho y 20.0 cm de
alto, con tapa de rejilla metalica con separaciones de 1.5 cm entre cada una. Como
material de cama se utilizé aserrin suave con comprimidos sanitarios, sustituyéndolo

diariamente.

El manejo de las ratas y los procedimientos experimentales se realizaron
considerando los lineamientos establecidos en la NOM-062-Z0O0-1999 para la
reproduccioén, cuidado y uso de animales de laboratorio, asi como las directrices del
International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS).

Los residuos peligrosos bioldgicos infecciosos se almacenaron, etiquetaron y
desecharon de acuerdo con las especificaciones de la NOM-087-ECOL-SSA1-2002
por un periodo no mayor a 30 dias y se contratara un servicio especial dedicado al

tratamiento y procesamiento de estos residuos.

V.2.6.2 Ensayo de aorta aislada de rata
Las ratas macho Wistar (200-250 g) fueron sacrificadas por decapitacion,

utilizando una guillotina (NOM-062-Z0O0-1999, apartado 9.5.3.3). La aorta toracica
descendente fue extraida y sumergida en una solucion oxigenada de Krebs-Henseleit
a baja temperatura, con la siguiente composicion: 126.8 mM de NaCl, 5.9 mM de
KCI, 2.5 mM de CaClz, 1.2 mM de MgSOs, 1.2 mM de KH2PO4, 30 mM de NaHCOs3
y 5 mM de d-glucosa (pH = 7.4). Posteriormente, se realiz6 un lavado inmediato de
la aorta con la solucion de Krebs-Henseleit para prevenir la formacion de coagulos
intravasculares. La aorta fue limpiada de tejido adiposo y conectivo, y se seccionaron
en anillos de 4 a 5 mm. Estos anillos aérticos se colocaron entre ganchos de acero
inoxidable y se suspendieron en bafios de 6rganos de 7 mL con solucion oxigenada
de Krebs-Henseleit (95 % O2y 5 % CO,) a 37°C.

Una vez colocados, se ajustaron los segmentos adrticos a la tensién de reposo de
1.5 gy, posteriormente, se contrajeron con 100 mM de KCI. Una vez alcanzada una

contraccion estable, se restablecié el medio de bafio para recuperar una tensién de
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reposo de 1.5 g. Posteriormente, los tejidos se contrajeron con 1 yM de L-fenilefrina

y se registro la fuerza de contraccidn desarrollada, la cual se definié como el 100 %.

A continuacién, se afadi6 acetilcolina (ACh) y los extractos, ambos disueltos en
agua desionizada al bafio de 6rganos, alcanzando concentraciones finales de 0.2
ng/mL a 2 mg/mL y 1 pg/mL a 3 mg/mL, respectivamente. La tension isométrica fue
medida mediante un transductor de fuerza-desplazamiento Grass FT03 conectado a
un poligrafo Grass 7D®. Los resultados se expresaron como porcentaje de la

contraccion inicial lograda con L-fenilefrina (Ibarra-Alvarado y col., 2010).

V.2.8 Analisis estadistico
Los resultados del efecto vasodilatador se reportaron como la media +
desviaciones estandar (n = 4) con 4 réplicas. Los datos se ajustaron a una ecuacion
sigmoidal al obtener las curvas concentracion respuesta y se determinaron las
concentraciones efectivas medias (CEsp), empleando el software Prism 10°. Las
diferencias significativas entre los tratamientos se determinaron por analisis de

varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion de medias por Tukey (p <0.05).

V.2.9 Graficos de espacio quimico

Se realizaron graficos de espacio quimico empleando el software Datawarrior
v06.02.05 introduciendo la notacion SMILES de todos los compuestos encontrados
en la CG-EM. Se obtuvieron los siguientes descriptores moleculares: FragFP
(fragmentation fingerprint), peso molecular, LogP (coeficiente de particion
octanol:agua), PSA (area superficial polar), fracciéon de carbonos sp3, donadores y
aceptores de puentes de hidrégeno. Con los descriptores de realizaron diferentes
graficos de reduccion de la dimensionalidad: t-SNE y UMAP a diferentes dimensiones
y probando diferentes descriptores encontrando una buena agrupacion con el grafico
t-SNE empleando LogP en X, peso molecular en Y, fraccién de carbonos sp2en Z,
PSA en el tamafio de las esferas y la similitud (FragFP) con respecto a la afinina en

el color (Sander y col., 2015).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1 Compuestos identificados por CG-EM

En la Figura 14, se representa un gréafico de espacio quimico no polar de todas las
partes de H. longipes, el cual, nos permite visualizar de manera muy general la
distribucion de los metabolitos presentes mediante el uso de descriptores (valores
numéricos que expresan una caracteristica molecular). Cada punto en este gréafico
representa una molécula especifica encontrada en CG-EM de H. longipes.

LogP

A

400 350 300 25

Peso molecular 0 P ~___ S : e T~ 1 100 Fraccion de carbonos sp3

Structure of SMILES Similarity [FragFp]

0 0.25 0.5 0.75 1
Area superficial polar @10 @30 )50 a70

Figura 14. Grafico de espacio quimico no polar de H. longipes en 5D.
Los descriptores empleados fueron:

1. Fraccién de carbonos sp?(Eje x): La proporciéon de atomos de carbono en
la molécula que tienen enlaces simples.

2. LogP (Eje y): Una medida de la lipofilia de una molécula.

Peso Molecular (Eje z): La masa total de una molécula.

4. FragFP (Color): Similitud estructural SMILES de los compuestos respecto
a la afinina.

w
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5. Area superficial polar (tamafio de la esfera): la suma de la superficie de
todos los atomos o moléculas polares, principalmente oxigeno y nitrégeno.

Los puntos grandes, que representan moléculas con una mayor area superficial
polar, se encuentran en la region de pesos moleculares mas altos (en la parte
derecha del eje X). Esto es logico, ya que las moléculas mas grandes tienden a tener
mas grupos funcionales polares, lo que aumenta su &rea superficial. En contraste,
las moléculas con pesos moleculares mas bajos (a la izquierda del gréfico) tienden a
tener areas superficiales polares mas pequefias (esferas mas pequefas), lo que es
consistente con su menor tamafo general.

Las moléculas con alta fraccion de carbonos sp® (en la parte superior del eje Z)
suelen tener una distribucion bastante uniforme en cuanto a LogP. Estas moléculas
tienden a ser mas tridimensionales, lo cual puede mejorar su capacidad de
interactuar con dianas biologicas complejas, como proteinas. Los compuestos con
una baja fraccién de carbonos sp? (en la parte inferior del grafico) parecen estar mas
concentradas en rangos medios o bajos de LogP, lo que sugiere que tienden a ser
mas planas o aromaticas, y, por lo tanto, menos lipofilicas.
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Figura 15. Grafico de espacio quimico no polar de H. longipes en 4D.
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Los colores permiten identificar agrupamientos de moléculas con estructuras
similares (ver Figura 15). En el grafico, se observd que las moléculas rojas
representan compuestos que son bastante diferentes estructuralmente de los deméas
(posiblemente, estructuras atipicas o Unicas), y tienden a dispersarse en varias
regiones del grafico. Por otra parte, las moléculas azules y verdes (alta similitud
estructural) parecen agruparse en la parte central derecha del gréfico, lo que indica
gue compuestos estructuralmente similares también tienden a compartir
caracteristicas en términos de peso molecular, LogP y fraccién de carbonos sp?.

Hay un cierto patron de agrupamiento en torno a moléculas con pesos moleculares
en el rango de 200-400 g/mol, lo cual podria corresponder a compuestos medianos
con buenas propiedades de permeabilidad y biodisponibilidad oral (requisitos clave
en el disefio de farmacos). Las moléculas con LogP alrededor de 2-4 y con fraccion
de carbonos sp? intermedia (0.2-0.4) parecen formar el niicleo de este grupo, lo que
sugiere que estas propiedades son ideales para compuestos con un balance entre
hidrofobia y polaridad, haciéndolos potencialmente bioactivos.

El algoritmo t-SNE (t-distributed Stochastic Neighbor Embedding), una técnica
avanzada de visualizacion de datos de alta dimension que asigna a cada punto de
datos una posicion en un mapa bidimensional o tridimensional, facilitando asi la
interpretacion visual de relaciones complejas en el conjunto de datos. Para grandes
conjuntos de datos, el t-SNE utiliza un enfoque innovador de recorridos aleatorios en
graficos de vecindad, lo cual permite que la estructura de datos completa influya en
la representacion de un subconjunto seleccionado. Esto ayuda a conservar las
relaciones locales y globales de los datos, logrando una disposicion mas intuitiva y
estructurada en el espacio de visualizacié. El algoritmo t-SNE ha demostrado
producir visualizaciones mas informativas y estructuradas en la mayoria de los
conjuntos de datos (Liu y col., 2021).

La distribucién de los metabolitos en el grafico t-SNE (Figura 16) muestra una clara
diferenciacién en funcién de la parte de la planta de la que provienen. Los metabolitos
derivados de las hojas (representados por esferas grises) se agrupan
mayoritariamente en la parte derecha del grafico. Esto sugiere que las hojas tienden
a producir una mayor diversidad de compuestos, destacando especialmente los
fenilpropanoides, compuestos halogenados y alcamidas, que se manifiestan en
colores predominantes como el verde y el azul. Estos compuestos desempefian roles
cruciales en la defensa de la planta y en la sefalizacion.
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Figura 16. Grafico t-SNE no polar de H. longipes.

Por otro lado, los metabolitos provenientes de las raices (indicados por cubos
grises) se concentran en la parte inferior izquierda del grafico, donde los colores rojos
y naranjas indican una alta presencia de hidrocarburos, acidos grasos y terpenoides.
Este patron refleja la funcidn protectora y estructural de las raices, ya que estos
compuestos son fundamentales para la conservacion de energia y la estructura
celular en las partes subterraneas de la planta.

En cuanto a los metabolitos de las flores (conos grises), se observa una mayor
dispersion en el gréfico, lo que refleja la diversidad quimica que producen. Se aprecia
una mezcla de terpenoides (representados en naranja y rojo) y compuestos
oxigenados (en amarillo), los cuales son comunes en las flores debido a su papel
clave en la atraccion de polinizadores y en la participacion en interacciones
ecoldgicas con el entorno.

Los hidrocarburos y acidos grasos (clasificados en las categorias 2 y 3) tienden a
agruparse en la parte izquierda del grafico, destacando su fuerte presencia en las
raices. Estos compuestos hidrofébicos son esenciales para la proteccion y estructura
de las raices, lo que permite a la planta soportar condiciones ambientales adversas.

Los terpenoides (categoria 1) estan distribuidos en varias regiones del grafico,
aungue su concentracion mas alta se encuentra en las flores, donde juegan un papel
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crucial en la defensa quimica y la atraccion de polinizadores. Por su parte, los
compuestos oxigenados y ésteres (categorias 5 y 6) se distribuyen tanto en flores
como en hojas, sugiriendo su importancia en los procesos metabolicos y de defensa
en ambas partes de la planta.

Finalmente, los fenilpropanoides y compuestos halogenados (categorias 8 y 9)
aparecen mayoritariamente en las hojas. Estos compuestos, altamente reactivos,
participan en mecanismos de defensa y sefializacién en las partes aéreas de la
planta, protegiéndola de herbivoros y agentes patdégenos.

El grafico revela patrones interesantes de diversidad metabdlica segun la parte de
la planta. Las hojas son especialmente ricas en compuestos polares como los
fenilpropanoides y alcamidas, que cumplen funciones vitales en la defensa contra
herbivoros y patdégenos. Las raices, por su parte, producen principalmente
compuestos lipofilicos como los hidrocarburos y acidos grasos, esenciales para la
estructura celular y el almacenamiento de energia. Finalmente, las flores, como parte
reproductiva, muestran una mayor diversidad quimica, con un enfoque en
compuestos volatiles como los terpenoides y ésteres, que juegan un papel clave en
la atraccion de polinizadores y la comunicacion ecolégica con el entorno.

VI.1.1 Raices

El analisis quimico de las raices de H. longipes revela 36 compuestos identificados
(Cuadro 7) de una rica diversidad, donde las alcamidas destacan por su
predominancia, seguidas de compuestos como los acidos grasos, terpenoides,
ésteres y hidrocarburos. Esta riqueza en compuestos no solo refleja el sofisticado
sistema de defensa de la planta contra factores ambientales, sino que también
resalta su potencial como fuente de nuevos medicamentos y tratamientos para
diversas afecciones humanas.

Cuadro 7. Compuestos identificados en las raices de H. longipes por CG-EM

Nombre Clasificacién
1 90.445  78.21 81 Afinina Alcamida 25394-57-4
2 92.75 3.52 91 N-(2-metilbutil)-(2E,6Z,8E)- Alcamida 1000106-16-0
decatrienamida

3 97.03 0.36 93  Acido (Z,2)-9,12-octadecadienoico Acido graso 60-33-3

4 91147  0.21 99  Acido n-hexadecanoico Acido graso 57-10-3

5 90922 0.3 97  Acido cis-9-hexadecenoico Acido graso 373-49-9

6  49.283 0.08 99 (+)-ciclosatino Diterpeno 22469-52-9
7 51722 0.07 95 Cipereno Sesquiterpeno 2387-78-2
8 104.96 0.05 86 Ftalato de bis(2-etilhexilo) Ester de ftalato ~ 1000308-98-5
9 49.837 0.03 94 a-cubebeno Sesquiterpeno 17699-14-8
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10 24.843 0.02 91 2-ciclohexen-1-ona Cicloalquenona 930-68-7

1" 6.479 0.01 86 Acido acetico Acido carboxilico 64-19-7

12 7.722 0.01 9 2-butenal Aldehido 4170-30-3
insaturado

13 16.43 0.01 97 Tetracloroetileno Haloalqueno 127-18-4

14 25.899 0.01 95 Canfeno Monoterpeno 79-92-5

15 30.617 0.01 95 p-cimeno Monoterpeno 99-87-6

16  30.842 0.01 94 D-limoneno Monoterpeno 5989-27-5

17  33.069 0.01 90 (E)-1,2-Diclorociclohexano Haluro de 822-86-6
cicloalcano

18  33.648 0.01 90 1-etil-2,3-dimetilbenceno Hidrocarburo 933-98-2
aromatico

19  34.112 0.01 97 o-cimeno Monoterpeno 527-84-4

20 35.811 0.01 97 1,2,4,5-tetrametilbenceno Hidrocarburo 95-93-2
aromatico

21 37.781 0.01 91 1,2,3,5-tetrametilbenceno Hidrocarburo 527-53-7
aromatico

22 39.95 0.01 83 1-metil-3-(1-metiletenil)ciclohexeno Monoterpeno 499-03-6

23 41.836 0.01 94 2-metoxi-4-metil-1-(1- Eter aromatico 1076-56-8

metiletil)benceno

24 53.164 0.01 92 Cariofileno Sesquiterpeno 87-44-5

25 59.311 0.01 95 (+)-valenceno Sesquiterpeno 4630-07-3

26 27.688 0 97 (-)-B-pineno Monoterpeno 18172-67-3

27  28.956 0 90 (E,E)-2,4-heptadienal Aldehido 4313-03-5
insaturado

28 32.586 0 93 2-etil-1,4-dimetilbenceno Hidrocarburo 1758-88-9
aromatico

29  33.751 94 p-cimeno Monoterpeno 99-87-6

30 35.296 91 4-etil-1,2-dimetilbenceno Hidrocarburo 934-80-5
aromatico

31 37.079 0 87 1-fenil-1-buteno Alqueno 824-90-8
aromatico

32 38.875 0 90 1-metil-4-(1-metilpropil)benceno Hidrocarburo 1595-16-0
aromatico

33 41.591 0 90 1-metoxi-4-metil-2-(1- Eter aromatico 31574-44-4

metiletil)benceno

34 44.7 0 80 (E,E)-2,4-decadienal Aldehido 25152-84-5
insaturado

35 47.449 0 80 Piperonal Aldehido 120-57-0
aromatico

36 52.321 0 95 Neoisolongifoleno Sesquiterpeno  1000156-12-4
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Figura 17. Cromatograma de las raices y sus compuestos mayoritarios.

Las alcamidas constituyen el 78.21 % del area total de los compuestos
identificados en H. longipes, lo cual subraya su importancia en la defensa de la
planta. Estos compuestos, como la afinina y la N-(2-metilbutil)-(2E,6Z,8E)-
decatrienamida, son ampliamente reconocidos por sus propiedades bioactivas y se
identificaron en mayor abundancia, en concordancia con lo reportado por Ruiz-
Castillo en 2021. La afinina, en particular, ha mostrado una serie de actividades
farmacoldgicas, como la inhibicion del crecimiento planctonico de Candida albicans

(Fabriy col., 2021).

El hecho de que las alcamidas también actien como repelentes contra herbivoros
y patogenos sugiere que H. longipes ha desarrollado un mecanismo de defensa
quimico muy eficaz, con implicaciones importantes en su ecologia. A nivel
farmacoldgico, la afinina también ha mostrado propiedades antiinflamatorias,
reduciendo la mucositis intestinal inducida por quimioterapias como el 5-fluorouracilo
(de Freitas-Blanco y col., 2018). Esto amplia su potencial terapéutico para
enfermedades inflamatorias, ademas de su efecto analgésico actuando a través de
la liberacion de GABA en el cerebro (Rios y col., 2007). También, la afinina promueve
la angiogénesis tanto in vitro como in vivo, sugiriendo su potencial en el tratamiento
de enfermedades relacionadas con una insuficiencia vascular (Garcia-Badillo y col.,

2021).

Mas alld de sus propiedades individuales, las alcamidas también tienen un
potencial notable en la medicina cardiovascular. Estudios han demostrado que la
afinina ejerce un efecto vasodilatador mediado por gasotransmisores en aortas de
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rata (Castro-Ruiz y col., 2017) y reduce significativamente la presion arterial mediante
la activacion de receptores cannabinoides tipo 1 y canales TRPAl1 y TRPV1 (Luz-
Martinez y col., 2024). Estos hallazgos sugieren aplicaciones clinicas en el
tratamiento de hipertension y otros trastornos vasculares.

Otras actividades biolégicas y farmacoldgicas de la afinina son el control de
vectores de enfermedades como la malaria y el dengue, al ejercer un efecto larvicida
sobre Anopheles albimanus y Aedes aegypti (Hernandez-Morales y col., 2015), su
efecto antimutagénico a través de su capacidad antioxidante, neutralizando los
radicales libres y protegiendo el ADN de dafos oxidativos (Arriaga-Albay col., 2013),
su actividad antiartritica en un modelo de rata, inhibiendo el edema y previniendo
lesiones secundarias (Escobedo-Martinez y col., 2017) y su inhibicién del crecimiento
y produccién de aflatoxinas en Aspergillus parasiticus al suprimir la expresion de los
genes aflD y aflR (Buitimea-Cantua y col., 2019).

Aunque representan solo el 1.85 % del area total, los 4cidos grasos presentes en
H. longipes, como el acido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (acido linoleico) y el acido n-
hexadecanoico (acido palmitico), cumplen roles fundamentales en la biologia de la
planta y ofrecen beneficios potenciales para la salud humana. Estos acidos son
componentes esenciales de las membranas celulares, contribuyendo a su estabilidad
y fluidez. En el caso del &cido linoleico, sus propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes pueden ser explotadas para tratar enfermedades inflamatorias y
cardiovasculares.

El acido linoleico también ha mostrado actividad antiviral, inhibiendo la replicacion
del virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV) al interferir con la via de
sefalizacion PI3K, especificamente inhibiendo la fosforilacion de AKT (Yang y col.,
2023) y promueve la funciébn inmune mediante la mejora del metabolismo
mitocondrial en células T CD8+ (Nava Lauson y col., 2023). Esto sugiere un posible
uso del acido linoleico como complemento en terapias inmunomoduladoras.
Asimismo, el acido palmitico ha demostrado propiedades anticancerigenas,
induciendo apoptosis en células de cancer de endometrio (Zhao y col., 2024), lo que
refuerza su potencial como agente quimioterapéutico. El acido linoleico, aislado de
Holigarna caustica, exhibe una potente actividad nematicida contra Caenorhabditis
elegans, respaldando el uso tradicional de esta planta en el tratamiento de problemas
intestinales (Panda y col., 2020).

Los terpenoides, que constituyen el 9.88 % del area total analizada, juegan un
papel crucial en la ecologia de H. longipes, ya que muchos de ellos, como el cipereno
y el (+)-ciclosatino, son conocidos por sus propiedades aromaticas que atraen
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polinizadores y repelen herbivoros. Este tipo de interaccion ecolédgica es esencial
para la supervivencia y éxito reproductivo de la planta.

A nivel farmacoldgico, los terpenoides no son menos interesantes. Compuestos
como el cipereno han mostrado potentes propiedades antioxidantes y protectoras del
ADN, lo que podria tener aplicaciones en la proteccion celular contra el estrés
oxidativo (Hu y col., 2017). Este tipo de compuestos podria ser empleado en la
formulacion de nuevos antioxidantes naturales para combatir el envejecimiento
celular y proteger el ADN frente a mutaciones que podrian derivar en cancer.

A pesar de su baja abundancia (1.58 % del &rea total), los ésteres y compuestos
oxigenados en H. longipes, como el ftalato de bis(2-etilhexilo) y el &cido acético,
cumplen funciones clave en la interaccion de la planta con su entorno. Estos
compuestos contribuyen a las caracteristicas organolépticas, como el aromay sabor,
gue podrian atraer polinizadores o repeler depredadores. Ademas, estos ésteres
podrian tener funciones simbiéticas o defensivas, facilitando la interaccion de H.
longipes con otros organismos en su habitat natural.

Los hidrocarburos, que constituyen el 5.48% del area total, como el p-cimeno y el
cariofileno, son compuestos que refuerzan las defensas de la planta. Actian
atrayendo polinizadores y, al mismo tiempo, disuadiendo a herbivoros, lo que ayuda
a la planta a sobrevivir en su entorno. Estudios sugieren que compuestos volatiles
como el a-cubebeno y B-cubebeno poseen propiedades antibacterianas, lo que
valida el uso de estas plantas en la medicina tradicional para combatir infecciones
bacterianas (Ruiters y col., 2016).

VI.1.2 Hojas

Se identificaron 72 compuestos en las hojas de H. longipes (ver Cuadro 8) agrupados
en cinco categorias principales: terpenoides, acidos grasos, hidrocarburos, ésteres y
compuestos oxigenados.

Cuadro 8. Compuestos identificados en las hojas de H. longipes por CG-EM

Clasificacion

1 73.343 15.05 96 y-eudesmol Sesquiterpeno 1209-71-8
2 71.154 2.36 72 (+)-rosifoliol Sesquiterpeno 63891-61-2
3 89.441 1.2 99  Acido n-hexadecanoico Acido graso 57-10-3
4 9654 116 95  Acido(Z2,2,2)-9,12,15- Acido graso  463-40-1
octadecatrienoico
5 95.189 0.97 90 Fitol Diterpeno 150-86-7
6 8.931 0.82 90 Etenilciclobutano Hidrocarburo 2597-49-1
7 96.206 0.71 99 Acido (Z,2)-9,12-octadecadienoico Acido graso 60-33-3
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8 52.694 0.47 99 Cariofileno Sesquiterpeno 87-44-5
9 65.586 0.45 95 Elemol Sesquiterpeno 639-99-6
10 74.218 0.36 99 B-eudesmol Sesquiterpeno 473-15-4
1" 89.157 0.35 95 Ftalato de butil isobutilo Ester de ftalato ~ 17851-53-5
12 75.37 0.33 90 a-farneseno Sesquiterpeno 502-61-4
13 68.502 0.31 70 (-)-espatulenol Sesquiterpeno 77171-55-2
14 58.036 0.28 95 B-cubebeno Sesquiterpeno 13744-15-5
15  85.386 0.28 72 Acido ftalico Acido carboxilico  17851-53-5
16  107.772 0.27 99 Escualeno Triterpeno 111-02-4
17 73.536 0.26 76 y-cadineno Sesquiterpeno 39029-41-9
18 88.108 0.26 83 Dehidrofukinona Sesquiterpeno 19598-45-9
19 84.233 0.24 78 2,6,10,14-tetrametil-2-hexadeceno Diterpeno 56554-34-8
o om o el
21 79.1 0.19 87  1,2-dietil-3,4-dimetilbenceno Hidrocarburo 514 75 5
aromatico

22 66.784 0.18 91 Nerolidol 2 Sesquiterpeno 142-50-7
23 68.708 0.17 78 Oxido de cariofileno Sesquiterpeno 1139-30-6
24 93.122 0.17 9N Ftalato de mono(2-etilhexilo) Ester de ftalato 4376-20-9
25  97.023 0.15 91 Acido octadecanoico Acido graso 57-11-4
26 74.373 0.13 90 a-eudesmol Sesquiterpeno 473-16-5
21 87548 013 g9  oermetiioo delacido ESteggz acdo 412309
28 57.817 0.12 97 a-curcumeno Sesquiterpeno 644-30-4
20 83667 012 94 D TASteUametl RARRHEN  pierpeno  1aza7.734
30 107.096 0.12 89 Ciclotetracosano Cicloalcano 297-03-0
31 57.335 0.11 93 y-selineno Sesquiterpeno 515-17-3
32 91.616 0.11 89 (E,E)-geranilinalol Sesquiterpeno 1113-21-9
33 108.648 0.11 93 Heptacosano Alcano 593-49-7
34 55.475 0.1 99 a-cariofileno Sesquiterpeno 6753-98-6
3% ez 04 02 etitricilo[3.2.1.02 Tjoct-3-eno__ poncielco 4T
36 105.77 0.08 93 Heneicosano Alcano 629-94-7
37  112.394 0.08 94 Eicosano Alcano 112-95-8
38 90.039 0.07 83 (E)-3-eicoseno Algueno 74685-33-9
39 94468  0.07 94 Linolenato de metilo ESte;gi acido 301008
40 104.432 0.07 90 1-hexacoseno Algueno 18835-33-1
141 62.349 0.06 94 d-cadineno Sesquiterpeno 483-76-1
42  109.066 0.06 89 Progesterona Esteroide 57-83-0
43 63514 005 96 gi%f;;eztg?&igg:;’7a't”me“" Lactona biciclica  15356-74-8
44 94 159 0.05 99 Er;-gitﬁ,;1-trans-octadecadienoato de Este;gesgcido 13058-52-1
45 103.846  0.05 80  Ftalato de ciclohexil-2-pentilo Esterdeftalato ooy
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46 106.227 0.05 94 Tetracosanoato de metilo Este;gesgcido 2442-49-1
47 50.319 0.04 92 Biciclosesquifelandreno Sesquiterpeno 54324-03-7
48 79676  0.04 99 a-hexilcinamaldehido Aldehido 101-86-0
aromatico
49 101.748 0.04 95 1-Nonadeceno Alqueno 18435-45-5
50 103.08 0.04 95 (2)-3-tetradecen-5-ino Alguino 74744-44-8
51 103.743 0.04 95 2,4-bis(1-metil-1-feniletil)-fenol Fenol 2772-45-4
52 20466  0.03 97 1,3-dimetilbenceno Hidrocarburo ¢ 36 5
aromatico
53 38186  0.03 91  1-fenil-1-propanona Cetona 93-55-0
aromatica
54 59.781 0.03 99 a-Muuroleno Sesquiterpeno 31983-22-9
55 97.673 0.03 91 Alcohol behénico Alcohol graso 661-19-8
56 101252 003 99  &&1210tetrametineptadecan-4- Lactona 96168-15-9
57 112.143 0.03 91 y-tocoferol Tocoferol 7616-22-0
58 24.637 0.02 91 2-ciclohexen-1-ona Cicloalquenona 930-68-7
50 39222  0.02 94  1-(4-metifeniljetanona Cetona 122-00-9
aromatica
60 47.648 0.02 93 a-cubebeno Sesquiterpeno 17699-14-8
61 48.169 0.02 90 Eugenol Fenilpropanoide 97-53-0
62 48.845 0.02 86 2,6,10,14-tetrametilhexadecano Diterpeno 638-36-8
63 54779  0.02 90  Nerilacetona Cetona 3479563
sesquiterpénica
64 55.082 0.02 93 Cis-B-farneseno Sesquiterpeno 28973-97-9
65 64.093 0.02 86 y-maalieno Sesquiterpeno 20071-49-2
66 112.883 0.02 93 Ciclotetracosano Cicloalcano 297-03-0
67 51.368  0.01 96  2,7-dimetilnaftaleno Hidrocarburo g, 46 4
aromatico
68 61.403 0.01 86 y-muuroleno Sesquiterpeno 30021-74-0
69  100.035 0.01 87 2-hidro?(i-octadeca-9, 12,15-trienoato Ester de acido 1000336-
de metilo graso 39-1
70 15.883 0 80 2-metil-3-hepteno Alqueno 17618-76-7
71 18.721 0 87 2,5,5-trimetil-1-hexen-3-ino Alqueno 37439-53-5
72 36.042 0 81  2-etenil-1,4-dimetibenceno Hidrocarburo 534 596
aromatico
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Figura 18. Cromatograma de las hojas y sus compuestos mayoritarios.

De los compuestos identificados, el 41.67 % corresponde a los terpenoides, con
30 compuestos clasificados en esta categoria. Los terpenoides son conocidos por
ser metabolitos secundarios clave en las plantas, desempefiando funciones tanto
defensivas como regulatorias. En el caso de H. longipes, su abundancia sugiere un
papel esencial en la defensa de la planta contra herbivoros y patdogenos. Este tipo de
compuestos ha sido ampliamente estudiado en otras especies vegetales debido a su
capacidad de repeler o inhibir el crecimiento de organismos invasores.

Estudios previos indican que terpenoides como el B-cariofileno y el y-eudesmol,
gue también se encuentran en aceites esenciales de otras plantas como Drimys
winteri presentan actividad antimicrobiana contra H. pylori, S. aureus y E. coli, asi
como actividad antifungica contra C. albicans (Brunay col., 2022). De manera similar,
Pelargonium graveolens contiene epi-y-eudesmol, geraniol y B-citronellol como sus
compuestos mayoritarios que demostraron actividad bactericida contra una variedad
de patégenos, incluyendo Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Salmonella typhimurium (M’hamdi y col., 2024). El aceite esencial de
Heliotropium bacciferum, rico en compuestos como agarospirol, rosifoliol y elemol,
demostré una notable actividad antibacteriana contra bacterias Gram-positivas,
especialmente Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis y Bacillus cereus (Hasni y col.,
2023). Los extractos de Schinus molle L. mostraron un alto potencial antioxidante y
antibacteriano, atribuido principalmente a compuestos como a-elemol, B-pineno, a-
felandreno y B-eudesmol (Salem y col., 2016).
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En la planta, como mecanismo de defensa directo, las plantas liberan sustancias
repelentes, tales como el (E)-B-farneseno, que resulta toxico para pulgones del
algodoén (Aphis gossypii), al funcionar como inhibidores enzimaticos que dificultan la
alimentacién de los insectos (Su y col., 2006). La defensa indirecta se activa cuando
las plantas son dafiadas por hervivoros, liberando terpenos volatiles que sirven como
sefales para atraer a enemigos naturales. Por ejemplo, el cariofileno atrae a la avispa
parasitaria Cotesia sesamiae, el enemigo natural de las larvas del taladro del maiz
(Chilo partellus), para defenderse contra estos insectos (Tamiru y col., 2017).

Ademés de su funcion defensiva, algunos terpenoides de H. longipes podrian
tener aplicaciones farmacoldgicas, especialmente en el tratamiento de cancer. Los
isobmeros de eudesmol (a, B y y) han mostrado una notable actividad citotdxica,
induciendo apoptosis en células tumorales mediante la activacion de caspasas y la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Bomfim y col., 2013). El aceite
esencial de Scutellaria brevibracteata subsp. brevibracteata, rico en elemol, y-
eudesmol y B-eudesmol, demostré6 una notable actividad antibiofilm contra
Pseudomonas aeruginosa y una significativa citotoxicidad en lineas celulares de
cancer de pulmon, induciendo apoptosis (Kart y col., 2023).

El B-eudesmol no solo ha mostrado potenciar la eficacia de gquimioterapéuticos
como 5-FU y doxorubicina en células de colangiocarcinoma al inhibir la actividad de
la enzima NQOL, sino que también tiene un efecto protector sobre la barrera epitelial
pulmonar, previniendo la inflamacion alérgica al interferir con la sefializaciéon de IL-
4/13 (Srijiwangsa y col., 2018; Tharabenjasin y col., 2024).

Por otra parte, los acidos grasos y sus derivados representaron el 13.89 % del
total de compuestos, con 10 compuestos especificos identificados. Estos
compuestos son componentes esenciales de las membranas celulares y juegan un
papel clave en la integridad celular, la sefializacion intracelular y la regulacion de los
procesos fisiologicos de la planta. La presencia de acidos grasos en H. longipes
sugiere que estos compuestos podrian estar involucrados en la adaptacién de la
planta a condiciones ambientales adversas, manteniendo la estabilidad de las células
vegetales.

El acido palmitico inhibe el crecimiento y la metastasis de células de cancer de
préstata al inducir un arresto en la fase G1 del ciclo celular y suprimir la via PI13K/Akt
(Zhu y col., 2021). Este hallazgo abre la posibilidad de explorar el uso de los acidos
grasos presentes en H. longipes para el desarrollo de terapias antitumorales y
también ha demostrado potenciar la eficacia de antibiéticos como la ciprofloxacina
en la inhibicion de biopeliculas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa, lo que
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sugiere su uso en el combate de infecciones bacterianas resistentes (Sajayan y col.,
2023).

En cuanto a los hidrocarburos constituyeron el 24.29 % del total de compuestos,
con 17 compuestos identificados. Aunque los hidrocarburos suelen tener un papel
menos estudiado en la bioquimica vegetal, en H. longipes estos compuestos parecen
estar asociados con la resistencia a condiciones ambientales adversas, como la
deshidratacion y el dafio por radiacion UV. Su presencia sugiere que los
hidrocarburos podrian contribuir a la adaptacion de la planta a su entorno,
protegiendo las hojas de agresiones externas.

Los ésteres, que constituyeron el 2.78 % del total de compuestos con 2
compuestos identificados, como el ftalato de butilo, aunque presentes en menor
cantidad, tienen aplicaciones industriales importantes. Este compuesto es utilizado
en la fabricacion de fragancias y sabores, lo que podria hacer de H. longipes una
fuente interesante para la industria de perfumes y alimentos. Ademas, estudios han
demostrado que el ftalato de butil isobutilo aislado de Rubus steudneri tiene actividad
inhibitoria de la a-glucosidasa, una enzima clave en la digestion de carbohidratos,
sugiriendo su posible uso como agente antidiabético (Raghavendray col., 2021).

El ftalato de butil isobutilo, aislado de endofitos de Streptomyces en Rumex
dentatus, demostroé un significativo efecto promotor del crecimiento en plantas de
arroz (Oryza satival.), atribuido en parte a su capacidad para aumentar la
germinacion de semillas y estimular el desarrollo radicular (Ntemafack y col., 2022).
Esto sugiere que los ésteres en H. longipes no solo tienen valor industrial, sino
también potencial agricola como promotores del crecimiento vegetal.

Finalmente, los compuestos oxigenados representaron el 9.72 % del total de
compuestos, con 7 identificados. Estos compuestos, aunque en menor proporcion,
son conocidos por su alta actividad bioldgica. El fitol, un diterpeno oxigenado, ha
mostrado propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antifiUngicas. En estudios
recientes, el fitol ha demostrado ser eficaz para reducir la inflamacion articular y la
hiperalgesia en modelos de artritis, modulando las vias de sefializacion de p38MAPK
y NF-kB (Carvalho y col., 2020). Ademas, el fitol ha mostrado ser el principal
compuesto responsable de los efectos analgésicos en el tratamiento de migrafas, al
inhibir los canales de sodio Nav1.7 en los ganglios trigeminales (Song y col., 2023).
Asi mismo, el fitol de Stevia rebaudiana, inhibié la diferenciacion de osteoclastos al
suprimir la expresion de NFATcl y c-Fos, modulando asi la via de sefalizacion de
Nrf2 (Kimy col., 2022). Po otra parte, Lima y col. en 2020 sintetizaron nanoparticulas
sélidas lipidicas cargadas con fitol que demostraron una mayor actividad antifingica

55



contra Candida spp. en comparacion con el fitol libre, gracias a una mejor solubilidad
y penetracion celular.

VI.1.3 Flores

El analisis detallado de los 73 compuestos quimicos identificados en las flores de H.
longipes (ver Cuadro 9) revela una variedad notable de sustancias que no solo son
cruciales para la biologia de la planta, sino que también presentan amplias
aplicaciones potenciales en la salud humana y en diversas industrias.

Cuadro 9. Compuestos identificados en las flores de H. longipes por CG-EM

Nombre Clasificacion

1 101.194 3.82 96 Asarinina Lignano 133-03-9
2 89.653 2.2 99 Acido n-hexadecanoico Acido graso 57-10-3
3 106.749 0.74 99 y-sitosterol Esterol vegetal 83-47-6
4 96283 o071 g9 HoU0 &A1 Acido graso 60-33-3
5 89202 065 o7 | delodedbutioy Ester de ftalato  17851-53-5
6 108.693 0.56 98 Tetracosano Alcano 646-31-1
7 8.815 0.54 90 Ciclohexeno Cicloalqueno 110-83-8
8 104.695 0.49 99 Estigmasterol Esterol vegetal 83-48-7
9 96.489 0.41 81 1,3-ciclooctadieno Cicloalqueno 1700-10-3
10 80.783 0.34 99  Acido tetradecanoico Acido graso 544-63-8
11 97.081 0.33 99  Acido octadecanoico Acido graso 57-11-4
12 108.886 0.33 95 1-hexacosanol Alcohol graso 506-52-5
13 105.796 0.32 97 Heptacosano Alcano 593-49-7
14 112.419 0.24 99 Octacosano Alcano 630-02-4
15 105.893 0.2 98 Ciclotetracosano Cicloalcano 297-03-0
16 110.379 0.2 94 Triacontano Alcano 638-68-6
17 104.013 0.19 91 Ftalato de mono(2-etilhexilo) Ester de ftalato 4376-20-9
18 85373  0.17 83  Ftalato de isobutilo y nonilo Ester de ftalato 1000309-
19 87.568 0.17 99 Hexadecanoato de metilo Ester de &cido graso 112-39-0
20 105.461 0.17 76 2-nonacosanona Cetona 17600-99-6
21 45.62 0.15 90 2,4-decadienal Aldehido insaturado 2363-88-4
22 103.865 0.14 91 Ftalato de diciclohexilo Ester de ftalato 84-61-7
23 68.876 0.13 83 Oxido de cariofileno Sesquiterpeno 1139-30-6
24 90.059 0.13 99 (E)-3-Eicoseno Alqueno 74685-33-9
25 103.756 0.13 93 2,4-bis(1-metil-1-feniletil)fenol Fenol 2772-45-4
26 104.444 0.13 94 1-hexacoseno Alqueno 18835-33-1
27 106.24 0.1 91 Tetracosanoato de metilo Ester de &cido graso 2442-49-1
28 110.662 0.1 86 Acetato de hexacosilo Ester de &cido graso 822-32-2
29 44.423 0.1 9N (E,E)-2,4-decadienal Aldehido insaturado ~ 25152-84-5
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30 106.466 0.1 99 9-hexacoseno Alqueno 71502-22-2
31 94197 009 99 gﬁ’ajillz'o"tadecadienoam Ester de 4cido graso 112630
32 97.828 0.09 84 Docosano Alcano 629-97-0
33 101.754 0.09 9 1-tetracosanol Alcohol graso 506-51-4
5-(4-c|or9fen.iIamipomgtileno)— Derivado de 346612-25.
34 108.126 0.09 90 1-(4-metilfenil)-pirimidin- A
2,4,6(1H,3H,5H)-triona pirimidina !
35 48.78 0.08 97 Acido n-decanoico Acido graso 334-48-5
36  107.914  0.08 91  E-15-heptadecenal Acido graso 1090150-
37 90.277 0.07 9 Eicosano Alcano 112-95-8
38 101.825 0.07 98 Tetracosano Alcano 646-31-1
39 38.984 0.06 90 Acido octanoico Acido graso 124-07-2
40 106.066 0.05 87 2-nonadecanona Cetona 629-66-3
41 28.724 0.04 94 (E,E)-2,4-heptadienal Aldehido insaturado 4313-03-5
42 32.85 0.04 94 Acetofenona Cetona aromatica 98-86-2
43 57.965 0.04 92 3,4-dehidro-B-ionona Terpenoide 1203-08-3
44 63.546 0.04 87 Dihidroactinidiolida Lactona 17092-92-1
45 67.086 0.04 90  Acido dodecanoico Acido graso 143-07-7
46 81.723 0.04 96 (E)-9-octadeceno Alqueno 7206-25-9
47 83.899 0.04 91 (1R)-(+)-cis-pinano Monoterpeno 4795-86-2
48 104.914 0.04 90 2m1E;trir|1§t|Idocosanoato de Ester de 4cido graso 1022?736_
49 4.837 0.03 80 Pentano Alcano 109-66-0
50 39.228 0.03 95 1-(4-metilfenil)etanona Cetona aromatica 122-00-9
51 44.32 0.03 94 2-undecanona Cetona 112-12-9
2 wow om s |2dmeiis doeatuo o
53 74.051 0.03 96 -eudesmol Sesquiterpeno 473-15-4
54 79.689 0.03 92 a-hexilcinamaldehido Aldehido aromatico 101-86-0
55 82.92 0.03 90 Octadecanal Aldehido graso 638-66-4
56 85907  0.03 86  2-metil-Z-4-tetradeceno Alqueno 806760-27-
57 94493 003 91 (O812ZI82I o ggerge acidograso 301008
58 95523 003 94 Ometiheptadecanoalode gy ge scidograso 5120613
59 7.792 0.02 94 2-butenal Aldehido insaturado 4170-30-3
60 9.092 0.02 91 3-penten-2-ona Cetona insaturada 625-33-2
61 24.63 0.02 86 2-ciclohexen-1-ona Cicloalquenona 930-68-7
62 78.292 0.02 89 Tetradecanoato de metilo Ester de &cido graso 124-10-7
63 82.051 0.02 87 Octadecano Alcano 593-45-3
64 112.143 0.02 87 y-tocoferol Tocoferol 7616-22-0
65 112.799 0.02 93 Ciclotriacontano Cicloalcano 297-35-8
66 7.47 0.01 94 4-metil-2-pentino Alguino 21020-27-9
67 7.979 0.01 81 2,3-dimetil-1-penteno Alqueno 3404-72-6
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68 14.756 0.01 91 3-metil-2-butenal Aldehido 107-86-8
69 18.676 0.01 87 1.,2,5,5-tetra.1met|l-1 ,3- Hldrc_Jc'ar_buro 004249-12-
ciclopentadieno policiclico 1
70 20.44 0.01 91 1,3-dimetilbenceno Hidrocarburo 108-38-3
aromatico
71 26.516 0.01 86 Benzaldehido Aldehido aromatico 100-52-7
72 53.222 0.01 83 9-oxononanoato de metilo Ester de cetona de 1931-63-1
acido graso
73 17.421 0 97 1,3-octadieno Alqueno 1002-33-1
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Figura 19. Cromatograma de las flores y sus compuestos mayoritarios.

Los acidos grasos y sus derivados constituyen el 29.16 % de los compuestos
analizados, destacando la importancia de estos lipidos en la formacién de
membranas celulares y el almacenamiento de energia en la planta. Compuestos
como el acido oleico y el &cido linoleico no solo son esenciales para el funcionamiento
biologico de H. longipes, sino que también presentan beneficios significativos para la
salud humana. La abundancia de estos acidos grasos sugiere que las flores de H.
longipes podrian ser una fuente valiosa de lipidos esenciales, relevantes tanto para
la nutricion humana como para la formulacion de productos alimenticios
enriquecidos.

Ademas, estudios previos han demostrado que el &cido linoleico y el acido linoleico
conjugado (CLA) inhiben la proliferacién celular y la produccién de citoquinas
proinflamatorias en macréfagos (Yamaguchi y col., 2024), lo que subraya su
potencial antiinflamatorio. Estas propiedades hacen que los acidos grasos de H.
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longipes sean candidatos prometedores para el desarrollo de suplementos
nutricionales y productos funcionales.

Los hidrocarburos representan el 21.31 % del total de compuestos, e incluyen
alcanos, alquenos y cicloalcanos. Su importancia radica no solo en la formacion de
estructuras celulares, sino también en su capacidad para actuar como compuestos
volatiles que atraen polinizadores mediante la emisiébn de aromas. Esta funcion es
fundamental para la reproduccién de la planta, ya que la polinizacién es un proceso
clave en su ciclo de vida.

Adicionalmente, ciertos hidrocarburos presentan propiedades insecticidas, lo que
sugiere que H. longipes puede utilizar estos compuestos como un mecanismo de
defensa natural contra herbivoros. Esto es relevante en un contexto ecolégico, donde
la supervivencia de la planta depende de su capacidad para disuadir a los
depredadores.

Los lignanos y fenoles constituyen un 3.82 % del total de compuestos identificados
en las flores de H. longipes. La presencia de estos compuestos fendlicos es notable,
ya que se les atribuyen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Los
antioxidantes son vitales para la defensa de la planta contra el estrés oxidativo y los
patdogenos, y también sugieren que las flores de H. longipes podrian tener
aplicaciones en la medicina tradicional o complementaria.

Por ejemplo, la asarinina se une al receptor CGRP con alta afinidad, ha
demostrado efectos inhibitorios en la via de sefalizacion asociada a la migrafa
(Rushendran y Chitra, 2024), induce apoptosis en células de lesiones precancerosas
gastricas al aumentar la produccion de especies reactivas de oxigeno e inhibir la via
de sefalizacion de STAT3 (Zhao y col.,, 2024), modula la respuesta inmune al
suprimir la activaciéon de TLR-4 y MyD88 en células dendriticas, lo que sugiere un
potencial para prevenir el rechazo de injertos (Zhang y col., 2023) y reduce la
inflamacion pulmonar inducida por IL-13 al disminuir la produccién de ROS vy
aumentar el potencial de membrana mitocondrial (Li y col., 2023).

Constituyendo el 2.18 % del total, los ésteres, como el ftalato de 1-butilo, son
relevantes no solo por su presencia en la planta, sino por su uso industrial como
plastificantes y fragancias. Esto sugiere que H. longipes podria ser una fuente valiosa
de materiales para la fabricacién de productos quimicos y cosméticos, ampliando su
aplicacibn méas alld de los usos alimentarios. La industria cosmética busca
constantemente ingredientes naturales que ofrezcan propiedades beneficiosas, y los
ésteres de H. longipes podrian cumplir con esta demanda.
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A pesar de representar solo el 0.04 % del total de compuestos, los terpenoides
son fundamentales para las interacciones ecoldgicas de la planta. Actian como
atrayentes de polinizadores y como compuestos defensivos contra herbivoros,
resaltando la importancia de cada componente en el ecosistema.

El estigmasterol, un fitoesterol, ha mostrado eficacia en la neuroinflamacion en
modelos de Alzheimer al reducir la produccion de citoquinas proinflamatorias y
modulando vias de sefalizacion como NF-kB y NLRP3 (Jie y col., 2022) y en la
reconfiguracion de la microbiota intestinal aumentando la abundancia de
Lactobacillus spp. y disminuyendo la proporcién de células T reguladoras, lo que
conduce a la apoptosis de células tumorales (Huo y col., 2024), lo que destaca su
potencial en la salud mental y en el tratamiento de enfermedades metabdlicas.
También, el estigmasterol atenda los sintomas psicéticos inducidos por ketamina al
modular los niveles de neurotransmisores como GABA y dopamina, y al reducir el
estrés oxidativo (Yadav y col., 2018).

El estigmasterol y el 1-hexacosanol, aislados de Chromolaena odorata,
demostraron una potente actividad larvicida contra mosquitos, principalmente a
través de la inhibicion de la acetilcolinesterasa (Gade y col., 2017). El hexacosanol,
al unirse a la subunidad B de la AMPK, regula el metabolismo lipidico, disminuyendo
los niveles de colesterol en el higado y plasma (Lee y col., 2017).

Por otra parte, el acido octanoico ha demostrado ser eficaz en la reduccion de
patégenos como Escherichia coli (Haynes y col., 2020). El acido octanoico demostro
ser un compuesto clave en la proteccion de la barrera hemato-testicular, al suprimir
el estrés oxidativo y la autofagia, o que sugiere su potencial como terapia para la
infertilidad masculina (Cao y col., 2024) y también, actda directamente en el cerebro,
reduciendo el apetito y aumentando el gasto energético al modular la actividad de las
neuronas POMC (Haynes y col.,, 2020). El acido miristico demostré tener
propiedades antiinflamatorias al aumentar la produccién de IL-10 en macrofagos
(Alonso-Castro y col., 2021).

El y-sitosterol, aislado de Lippia nodiflora, demuestra propiedades antidiabéticas
al disminuir los niveles de glucosa en sangre y mejorar la funcién pancreatica en
modelos animales de diabetes (Balamurugan y col., 2011).

VI.2 Compuestos identificados por UPLC-EM
El Cuadro 10 enlista los 45 compuestos quimicos identificados en las semillas,
raices, hojas y flores de H. longipes.

60



Cuadro 10. Compuestos identificados en extractos metandlicos mediante UPLC-EM

Acido linoleico

Clasificacion

Acido graso

detector

RAICES
19.53

Conteo
del

337818

Ion
molecular
(m/z)

279.2336

0.6

Picos
identificados

279, 280, 281

Florizina

Flavonoide

7.24

201662

435.1300

0.4

167.0347,
273.0769,
435.1294

Acido palmitico

Acido graso

20.61

96883

255.2331

0.2

99.9255,
183.0120,
255.2331

B-tocotrienol

Tocoferol

22.48

83300

409.3100

-1.2

149.0971,
383.1905,
409.3111

1

Floretina

Miricetina-3-O-
galactosido

Flavonoide

Flavonoide
glicosilado

7.25

5.49

73254

589016

273.0765

479.0835

-0.3

0.4

123.0447,
167.0347,
273.0769

FLORES

271.0244,
316.0225,
317.0300,
318.0338

Naringenina-7-O-
glucdsido

Flavonoide
glicosilado

6.92

276027

433.1149

0.9

135.0451,
271.0600,
433.1148

Cinarina

Acido
hidroxicinamico

6.57

194165

515.1195

0.0

135.0447,
179.0347,
191.0559,
353.0884,
515.1195

Paeondsido

Terpenoide

5.94

131647

609.1453

255.0292,
300.0276,
609.1450

Miricetina

Flavonoide

6.56

100062

317.0304

135.0447,
179.0347,
191.0559,
317.0306

Hiperosido

Flavonoide
glicosilado

6.10

99129

463.0872

301.0351,
302.0338,
463.0872

6-
Geranilnaringenina

Flavonoide

19.35

74809

407.1870

119.0499,
407.1869

Acido palmitico

Acido graso

20.60

64615

255.2328

99.9254,

183.0119,
255.2329,
256.2357

Quercetina 3-0O-
glucurénido

Flavonoide
glicosilado

5.49

54714

477.0666

271.0244,
339.0123,
477.0666

10

B-tocotrienol

Tocoferol

22.48

48432

409.3111

149.0971,
325.1846,
339.2001,
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383.1902,

409.3103

1" Acido linoleico Acido graso 19.52 44135 279.2328 -0.2 115.9203,
116.9280,

279.2327

12 Acido clorogénico Acido 4.22 32968 353.0878 0.0 191.0559,
hidroxicinamico 351.0721,

353.0878

13  Solabiosa Oligosacarido 0.59 29203 341.1075 -1.5 112.9855,
191.0559,

341.1074

14  Termiarjunosido Il Terpenoide 6.55 17561 679.3711 1.2 179.0347,
191.0559,

679.3710

15  Acido p-cumarico Acido 4.41 17103 163.0398 -0.3 119,0501;
hidroxicinamico 163,0397

16  Apigetrina Flavonoide 6.06 16012 431.0983 -0.1 269.0454,
glicosilado 301.0351,

431.0982

17  Enmein Diterpenoide 17.68 10804 361.1654 -0.3 293.1789,
361.1654

18 Cnicina Sesquiterpenoide  16.05 7644 377.1611 0.5 309.1738,
lacténico 377.1611

HOJAS

1 Cinarina Acido 6.58 1687952 515.1194 -0.1 135.0448,
hidroxicinamico 179.0348,

191.0558,

353.0884,

515.1194

2 Acido clorogénico Acido 6.59 261554 353.0887 0.9 135.0449,
hidroxicinamico 161.0240,

173.0452,

179.0347,

191.0557,

335.0767,

353.0880

3 Acido quinico Acido 4.22 94916 191.0559 -0.2 191.0559,
hidroxicinamico 161.0239,

133.0292

4 Kaempferol-3-O- Flavonoide 6.43 86505 593.1493 -1.9 284.0321,
Rutinosido glicosilado 285.0400,
593.1493

5 Quercetina 3-O- Flavonoide 5.96 79351 609.1445 -1.6 301.0275,
robinobidsido glicosilado 609.1449

6 6- Flavonoide 19.38 73325 407.1869 0.5 119.0498,
Geranilnaringenina 407.1868,
255.2321

7 B-tocotrienol Tocoferol 22.49 30887 409.3108 -0.4 149.0970,
325.1586,

339.2001,

383.1902,

409.1902

8 Primulaverina Terpenoide 4.18 24947 475.1451 -0.6 133.0292,
glicosilado 191.0559,
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375.0698,
475.1551
9 Glucoésido de Quinona 6.57 21404 335.0768 -0.5 179.0348,
Juglona glicosilada 335.0771,
133.0290,
201.0164
10  Acido cafeico Acido 4.28 21201 179.0346 -0.3 135.0448,
hidroxicinamico 179.0345
11 Acido rosmarinico Acido 4.28 17194 359.0775 0.2 359.0774,
hidroxicinamico 179.0345,
135.0448
12  Tricina 5-glucésido Flavonoide 3.90 11021 491.1218 2.3 135.0449,
glicosilado 179.0346,
191.0831

SEMILLAS
1 Cinarina Acido 6.57 922087 515.1194 -0.1 135.0448,
hidroxicinamico 179.0346,
191.0560,
353.0883,
515.1193
2 Acido clorogénico Acido 6.58 130805 353.0878 0.0 135.0448,
hidroxicinamico 161.0240,
179.0346,
191.0560,
335.0773,
353.0882
3 Solabiosa Oligosacarido 0.63 123996 341.1096 0.7 131.0458,
191.0560,
341.1096
4 Acido 1- Acido 4.20 123034 353.0882 0.3 353.0881;
cafeoilquinico hidroxicinamico 191.0561;
179.0342,
135.0446
5 B-tocotrienol Tocoferol 22.48 73626 409.3102 -1.0 149.0972,
325.1848,
339.2006,
383.1903,
409.3102
6 Acido linoleico Acido graso 17.80 49862 279.2330 0.1 183.0122,
255.2326
7 6-Gingerol Fenilpropanoide 11.88 31944 293.1759 0.0 221.1540,
293.1758
8 Isoodoratol Sesquiterpenoide  22.15 29344 473.3629 -0.8 279.2331,
383.1873,
473.3628
9 Glucésido de Quinona 6.57 13279 335.0763 -1.0 335.0762,
Juglona glicosilada 179.0346,
161.0240

En las raices se identificaron varios compuestos, predominantemente acidos grasos
y flavonoides. El acido linoleico y el acido palmitico son los mas abundantes entre
los acidos grasos, lo cual es consistente con el hecho de que las raices suelen ser
ricas en compuestos lipofilicos que participan en la estructura celular y
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almacenamiento de energia. La presencia de estos &cidos grasos también puede
estar relacionada con funciones protectoras, como la prevencion de la pérdida de
agua.

El flavonoide florizina y la floretina también fueron detectados en las raices. La
florizina es un glucésido de la floretina, y su funcién en las raices puede estar
relacionada con la defensa contra patdogenos o herbivoros. La deteccion de [3-
tocotrienol, un miembro de la familia de la vitamina E, sugiere un posible rol
antioxidante en las raices, ayudando a contrarrestar el estrés oxidativo.

Las flores revelaron una rica variedad de compuestos, especialmente flavonoides
glicosilados como la miricetina-3-O-galactosido, la naringenina-7-O-glucosido y el
hiperosido. Estos compuestos, a menudo asociados con la pigmentacion y proteccion
contra la radiacion UV, también desempeiian funciones en la atraccion de
polinizadores y la defensa contra insectos. Los flavonoides también actian como
potentes antioxidantes.

Entre los acidos hidroxicinamicos, se destaca la cinarina, un compuesto conocido por
su actividad antioxidante y antiinflamatoria. La 6-geranilnaringenina, un flavonoide
con una cadena geranilada, sugiere una posible actividad en la defensa contra
herbivoros, mientras que el acido clorogénico también es comun en las flores y es
conocido por su accion antioxidante.

También se observaron terpenoides como el paeondsido y el termiarjunosido Il, que
pueden desempefiar un papel protector y defensivo, ademas de ser potencialmente
activos en las interacciones ecologicas de las flores. Finalmente, la presencia del
sesquiterpenoide cnicina, que es un lactonico, sugiere actividad biologica especifica,
posiblemente relacionada con la defensa de la planta contra herbivoros.

En las hojas, el compuesto mas abundante fue nuevamente la cinarina, seguida por
otros acidos hidroxicinamicos como el acido clorogénico y el acido quinico. Estos
compuestos desempefian un papel importante en la proteccidon de la planta contra
estrés oxidativo y dafos por radiacion UV.

Entre los flavonoides, se destaca el kaempferol-3-O-rutinosido, conocido por sus
propiedades antioxidantes, y la quercetina 3-O-robinobiésido, ambos compuestos
gue refuerzan la defensa quimica de la planta. La presencia de 6-geranilnaringenina
en las hojas refuerza su papel en la defensa contra insectos herbivoros.

Los terpenoides también estan presentes en las hojas, con compuestos como la
primulaverina, un glucésido de terpenoide que puede estar implicado en la defensa
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de la planta, y el glucésido de juglona, una quinona glicosilada que puede tener
actividad alelopatica.

Las semillas presentan una alta concentracion de cinarina, lo que sugiere que este
compuesto puede tener un papel en la proteccion del material genético de la planta.
Ademads, los acidos grasos como el &cido linoleico son esenciales para el
almacenamiento de energia en las semillas.

Entre los fenilpropanoides, destaca el 6-gingerol, que es conocido por sus
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes, lo cual podria ser importante en la
protecciébn de las semillas contra el dafio oxidativo. También se detecté el
sesquiterpenoide isoodoratol, un compuesto con posibles funciones en la defensa
guimica.

VI.3 Cuantificacion de compuestos fendlicos totales, flavonoides y capacidad
antioxidante.
VI.3.1 Compuestos fendlicos totales (CFT)

1.0- . y = 9.483x - 0.0183
0.8- R? 0.9958
8 i
Q
€ 0.6+ Sy 6.03x10
2 i
.
2 0.4- Sy 0.02
g i
0.2- LoD 16,0078 mg/mL
0.0 +-r+—F—+——+—1——1—— LoQ 10,0130 mg/mL
0.00 002 004 006 008 0.10 n
Concentracién / mgmL™ 0.1 mg/mL

Figura 20. Curva de calibracién del acido galico.

Cuadro 11. Reporte de compuestos fendlicos totales.

REPORTE CFT

HOJAS 105.71 + 8.30 mg EAG/g
FLORES 76.32 + 2.58 mg EAG/g
RAICES 37.84 + 6.80 mg EAG/g
SEMILLAS 86.87 + 3.64 mg EAG/g
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Figura 21. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales. A) Flores y hojas (Parola-
Contreras y col., 2021) B) Hojas, Flores, Raices y Semillas de Beltran.

Las flores y hojas de la localidad Beltran (Figura 21A) muestran el contenido mas
alto de compuestos fendlicos totales en ambos extractos, siendo significativamente
mayor en LME (hojas) en comparacion con FME (flores), con un valor cercano a los
110 mg EAG/g para LME y 90 mg EAG/g para FME. Esto indica que las hojas de
esta localidad tienen una probable mayor capacidad antioxidante. En contraste, las
localidades de Conca y SJB presentan concentraciones fenélicas menores. En el
caso de Conca, FME supera ligeramente a LME, lo que sugiere una mayor
concentracion de compuestos fendlicos en las flores. En SJB, los valores de
compuestos fendlicos son los mas bajos entre las localidades, y tanto en hojas como
en flores se observan valores similares, con FME apenas superando a LME.

En este estudio (Figura 21B), las hojas muestran el valor mas alto de CFT con
105.71 £ 8.30 mg EAG/g, lo que las coloca como el érgano con mayor concentracion
de compuestos fendlicos. Esto es coherente con su exposicion constante a factores
de estrés ambiental como la radiacion UV, lo que puede inducir una mayor sintesis
de compuestos antioxidantes. Las flores tienen un contenido fendlico significativo,
con 76.32 = 2.58 mg EAG/g, lo que también refleja su papel en la defensa
antioxidante, aunque en menor proporcion en comparacion con las hojas. Por otra
parte, las raices, que tienen una funcidon principalmente estructural y de
almacenamiento, muestran el contenido fenélico mas bajo, con 37.84 + 6.80 mg
EAG/g. Esto indica una menor acumulacibn de compuestos fendlicos en
comparacién con los 6rganos aéreos, probablemente debido a la falta de exposicién
directa a factores ambientales como la luz solar. Las semillas exhiben un contenido
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fendlico intermedio, con 86.87 + 3.64 mg EAG/g, lo que sugiere una cantidad
moderada de compuestos fendlicos. Dado su rol en la proteccion del material
genético durante la germinacion, este contenido es relevante para preservar la
viabilidad de las semillas frente a condiciones adversas.

VI.3.2 Cuantificacion de flavonoides totales (FT)

0.5+ y =2.3103x + 0.0173
0.4- R? 0.9364
m
(2]
€ 0.3+ Suy 2.20x10°
2
[
$ 0.2- Sy 0.05
<
0.1- o LoD 10,0610 mg/mL
[ ]
0.0 . . . , ! LoQ 19,1016 mg/mL
000 004 008 012 016 0.20 n
Concentracién / mgmL™ 0.2 mg/mL

Figura 22. Curva de calibracion de catequina.

Cuadro 12. Reporte de flavonoides totales.

REPORTE FT

HOJAS 86.16 + 6.71 mg EC/g
FLORES 42.56 + 3.61 mg EC/g
RAICES 10.46 * 2.38 mg EC/g
SEMILLAS 63.75 + 2.32 mg EC/g
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Figura 23. Cuantificacion de flavonoides totales.

La alta concentracion de flavonoides en las hojas de H. longipes puede atribuirse a
su funcion como primera linea de defensa contra diversos factores de estrés
ambientales, especialmente la radiacion ultravioleta (UV). Los flavonoides actian
como eficientes filtros solares, absorbiendo la radiacion UV y previniendo el dafio
oxidativo en los tejidos fotosintéticos. Ademas, estos compuestos poseen
propiedades antioxidantes que neutralizan los radicales libres generados durante el
estrés oxidativo, contribuyendo a la proteccion celular (Agati y col., 2020).

La menor concentracion de flavonoides en las flores, aunque significativa, podria
estar relacionada con las funciones reproductivas de este 6rgano. Si bien los
flavonoides pueden conferir cierta proteccion contra herbivoros y patégenos, es
posible que otros compuestos, como los pigmentos antocianicos, sean Mmas
importantes para estas funciones en las flores de H. longipes.

La baja concentracion de flavonoides en las raices es consistente con su funcion
subterranea, donde estan protegidas de la radiacién UV y otros factores de estrés
ambientales directos. Sin embargo, es importante destacar que las raices pueden
contener otros compuestos fendlicos con funciones especificas, como la interaccién
con microorganismos del suelo (Kumar y col., 2024).

El contenido relativamente alto de flavonoides en las semillas sugiere un papel
protector durante la embriogénesis y la germinacion. Los flavonoides pueden
proteger los embriones en desarrollo de patégenos y depredadores, ademas de
conferir propiedades alelopaticas que inhiben la germinacion de otras especies y
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facilitan la colonizacion del nicho ecoldgico por parte de la plantula (Khalid y col.,
2019)

HOJAS CFT
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73.4 %
60 \80 100 120
SEMILLAS 4 FLORES
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0
60
80
100
276 % 120
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Figura 24. Comparacion de flavonoides totales contra compuestos fendlicos totales.

Las hojas presentan el contenido mas alto de flavonoides totales, con un valor de
86.16 + 6.71 mg EC/g. Este alto contenido de flavonoides se debe a su papel crucial
en la fotosintesis y a su exposicion directa a la luz ultravioleta (UV). La radiacion UV
genera estrés oxidativo en las células vegetales, y los flavonoides actian como
compuestos protectores que neutralizan los efectos dafinos de este estrés, lo que
explica su abundancia en las hojas.

Las semillas, con un contenido de 63.75 + 2.32 mg EC/g, ocupan el segundo lugar
en cuanto a flavonoides totales. Esto sugiere que los flavonoides desempefian un
papel importante en la proteccion del embrion y del material genético almacenado,
ya que estos compuestos ayudan a proteger las semillas frente a condiciones
ambientales adversas durante la germinacion, como el ataque de patdégenos y el
estrés oxidativo.

Por otro lado, las flores contienen 42.56 + 3.61 mg EC/g, colocandose en tercer lugar
en términos de contenido de flavonoides. Ademas de su funcion protectora, los
flavonoides en las flores estan relacionados con la atraccion de polinizadores
mediante la pigmentacion, lo cual es fundamental para la reproduccién de la planta.
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Finalmente, las raices presentan el contenido mas bajo de flavonoides totales, con
10.46 + 2.38 mg EC/g. Este bajo nivel es consistente con su funcién y ubicacion
subterranea, ya que no estan expuestas a la luz solar ni enfrentan el mismo nivel de
estrés oxidativo que los érganos aéreos. Por lo tanto, las raices no requieren grandes
cantidades de estos compuestos antioxidantes. A pesar de que las flores y las
semillas no presenten una significancia estadistica para los compuestos fendlicos
totales, ésta si se presenta en la cantidad de flavonoides teniendo una relacién mas
estrecha entre las concentraciones las semillas en lugar de las hojas.

VI.3.3 Capacidad antioxidante (CA)
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Figura 25. Curva de calibracion de TROLOX para DPPH.

1.5

1.2

0.9

0.6

Absorbancia

0.3

0.0

T
0.00 0.05

T
0.10

T
0.15

T
0.20

Concentracion / mgm L

1
0.25

y =5.512x + 0.0532

R2 0.0987
Sy 3.89x10
Sy 0.02
LoD | 0.0107 mg/mL
LoQ | 0.0179 mg/mL

LL

0.25 mg/mL
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Cuadro 13. Reporte de capacidad antioxidante.

PARTE DPPH (umol ET/g) FRAP (umol ET/g)
HOJAS 907.27 £ 5.16 1681.18 + 132.10
FLORES 717.15 + 1.43 808.30 + 34.00
RAICES 79.87 +5.57 224.68 + 1.38
SEMILLAS 813.46 + 9.50 1059.14 + 81.85
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Figura 27. Actividad de eliminacion de radicales libre de los extractos. A) Flores y
hojas (Parola-Contreras y col., 2021) B) Semillas, raices, hojas y flores de Beltran.

El Cuadro 13 presenta los resultados de la actividad antioxidante de diversas partes
de H. longipes evaluadas mediante dos métodos complementarios: DPPH y FRAP,
ambos orientados a medir la capacidad de los extractos para neutralizar radicales
libres.

El método de DPPH se utiliza para medir la capacidad de los antioxidantes presentes
en los extractos para donar electrones o hidrégenos y asi neutralizar los radicales
libres. Los resultados se expresan en umol de equivalentes de trolox por gramo (umol
ET/Q).

Las hojas (907.27 £ 5.16 umol ET/g) demostraron la mayor capacidad antioxidante
en el ensayo de DPPH, lo que coincide con su elevado contenido de flavonoides,
como se habia discutido previamente. Esta correlacion sugiere que los flavonoides
desempefian un papel clave en la neutralizacion de radicales en las hojas. Las flores
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(717.15 = 1.43 pmol ET/g) mostraron una actividad antioxidante ligeramente menor
en comparacion con las hojas, lo cual es coherente con su menor contenido de
flavonoides. No obstante, mantienen una actividad antioxidante significativa. Por otra
parte, las raices (79.87 + 5.57 umol ET/g) presentaron la actividad antioxidante mas
baja en este ensayo, lo que podria estar relacionado con su bajo contenido de
flavonoides y otros compuestos fendlicos, mientras que las semillas (813.46 + 9.50
pumol ET/g) exhibieron una actividad antioxidante relativamente alta, a pesar de no
presentar los niveles mas altos de flavonoides, lo que sugiere la posible presencia
de otros compuestos antioxidantes, como taninos o lignanos (Tong y col., 2022).

El método FRAP mide la capacidad de los extractos para reducir iones férricos (Fe3*)
a ferrosos (Fe?*), lo que también es un indicador de la capacidad antioxidante total.

Las hojas (1681.18 + 132.10 pmol ET/g) nuevamente demostraron la mayor
capacidad antioxidante, duplicando en actividad a las flores (808.30 = 34.00 pmol
ET/g). Este hallazgo refuerza la idea de que los compuestos fendlicos, como los
flavonoides, son los principales responsables de la actividad antioxidante en las
hojas. Las raices (224.68 + 1.38 umol ET/g) repetidamente mostraron la menor
capacidad antioxidante y las semillas (1059.14 + 81.85 umol ET/g) mostraron una
alta capacidad reductora, comportamiento que coincide con lo observado en el
ensayo de DPPH.

La parte inferior de la imagen analiza la actividad de eliminacion de radicales libres
en dos graficos distintos: el primero enfocado en la actividad de eliminacion de
radicales superoxido (ARSA), y el segundo en la actividad de eliminacion de radicales
libres (AERL).

La Figura 27A muestra que, en la localidad de Conca, tanto las hojas como las flores
de H. longipes muestran una actividad antioxidante similar, lo que indica que ambas
partes de la planta contienen compuestos antioxidantes en proporciones
comparables. Sin embargo, en SJB y Beltran, las hojas presentan una mayor
actividad antioxidante que las flores. Esta diferencia podria estar relacionada con una
mayor acumulacién de flavonoides en las hojas. El patron de variacion observado
sugiere que las condiciones ambientales y los factores ecolégicos en cada regién
afectan la sintesis de compuestos antioxidantes, particularmente de flavonoides (Liu
y col., 2016).

La Figura 27B presenta la actividad de eliminacion de radicales libres en semillas,
raices, hojas y flores de la localidad de Beltran. Las semillas (80 % AERL) mostraron
una elevada capacidad de eliminacion de radicales libres, coherente con los
resultados obtenidos en los ensayos de DPPH y FRAP. Las hojas (85 % AERL),
nuevamente, sobresalen por su alta capacidad antioxidante, lo que refuerza su
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elevado contenido de flavonoides y la alta actividad registrada en los ensayos
anteriores, también Buitimea-Cantla y Molina-Torres en 2021 realizaron estudios
gendmicos en hojas que revelaron la presencia de enzimas que se relacionan con la
biosintesis de carotenoides por lo que su presencia debe ser confirmada, sin
embargo, de estar presentes, contribuirian a la capacidad antioxidante (Dewanjee y
col., 2021). Aunque las flores (75 % AERL) presentan una actividad antioxidante
considerable, esta es menor en comparacion con las hojas y las semillas. Esto podria
deberse a una menor concentracion de flavonoides en las flores. Las raices (30 %
AERL) mostraron la menor actividad antioxidante en todos los ensayos.

VI.4 Cuantificacion de afinina en los extractos organicos
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Figura 28. Curva de calibracion de la afinina.
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Figura 30. Cuantificacion de afinina en los extractos organicos de H. longipes.

La afinina, dada su naturaleza anfipatica, se extrajo con solventes no polares. Los
extractos de diclorometano de raices (DMR) presentaron la mayor concentracion de
afinina. Si bien las raices extraidas con metanol (MeR) también contenian afinina, su
concentracion fue significativamente menor que los extractos de DMR
(aproximadamente el 50 %).

Ni las flores ni las semillas mostraron niveles detectables de afinina. Por otra parte,
los extractos de diclorometano de las hojas (DMH) presentaron concentraciones muy
bajas de este compuesto con respecto a las raices. Es relevante destacar la
presencia de un pico desconocido en los cromatogramas de hojas de mayor
intensidad que el de la afinina con un tiempo de retencion de 5.6 minutos, que hasta
el momento es de identidad quimica desconocida y se especula es una alcamida de
mayor polaridad o naturaleza similar a esta alcamida.

Acmella oleracea ha demostrado un potencial significativo como bioinsecticida
debido a la presencia de la afinina en su aceite esencial y extracto de planta (Spinozzi
y col.,, 2022). La mayor cantidad se encuentra en flores, sin embargo, en
especimenes del género Heliopsis se ha encontrado Unicamente en raices de
manera muy abundante.
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V1.5 Efecto vasodilatador de los extractos organicos

100 A

(0]
o
|

(o)}
o
|

SN
o
|

Relajacion (%)

N
o
|

I T T T
0 1 2 3

1001 B

(00]
T

(o)}
o
|

SN
o
|

Relajacion (%)

N
o
|

I T T T
0 1 2 3

log [Extracto] (ug/mL)

b1 tor e

bortore

ACh
Afinina
DMS
DMR
DMH
DMF

ACh
Afinina
MeS
MeR
MeH
MeF

Figura 31. Curvas dosis-respuesta del ensayo de vasodilatacién. A) Extractos de

diclorometano. B) Extractos metandlicos.
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Cuadro 14. Parametros estadisticos y farmacoldgicos de las curvas dosis-respuesta.

Parametro ACh Afinina DMR DMS DMH DMF \
DE 7.386 -3.032 -7.391 3.035 5.098 1.167
Emax 67.88 108.2 112.1 25.37 150.8 29.25

LogCEso  0.9687  1.432 1.696 1.753 2.756 1.223
CEso (UM)  9.305 27.05 49.61 56.61 570.6 16.72

Amplitud 60.5 111.3 119.5 22.33 145.7 28.08
Parametro  ACh Afinina
DE 7.386 -3.032 -2.084 4.672 0.2236 12.14
Emax 67.88 108.2 124.9 25.72 32.89 57.47
LogCEso  0.9687 1.432 2.319 1.196 0.9896 3.002
CEso (UM)  9.305 27.05 208.4 15.71 9.764 1005
Amplitud 60.5 111.3 127 21.04 32.66 45.33

El anadlisis se centré en dos parametros clave (ver Cuadro 14): concentracion
efectiva 50 (CEso) y efecto maximo (Emax). La acetilcolina (control positivo) es el
vasodilatador mas potente y efectivo, al mostrar una CEsp bajo, un Emax alto y un
rango estrecho de respuestas.

La acetilcolina (ACh) se utiliza aqui como el control positivo debido a su bien
establecida accion como vasodilatador. La ACh muestra una CEsp de 9.305 uM y un
Emax de 67.88 %, lo que significa que se requiere una baja concentracion para
alcanzar la mitad de su efecto maximo, reflejando una alta potencia. El valor de CEso
indica que la acetilcolina es un compuesto altamente eficiente, logrando respuestas
significativas con concentraciones minimas. El extracto DMH se distingue por su alto
Emax de 150.8 %, lo que indica que es capaz de generar un efecto vasodilatador
maximo muy elevado en comparacion con otros compuestos. Sin embargo, su CEso
de 570.6 pM es significativamente mayor, o que implica que se requieren
concentraciones mucho mas altas de DMH para alcanzar la mitad de su efecto
méaximo. Este alto valor de CEsg sugiere una baja potencia, aunque su alta eficacia
(Emax) lo coloca como un candidato relevante cuando se busca un fuerte efecto
vasodilatador, pero a expensas de necesitar dosis mas altas. Esto lo hace menos
eficiente en comparacion con otros compuestos mas potentes, como la ACh, ya que,
aunque tiene la capacidad de inducir un fuerte efecto, se necesita mucho mas del
compuesto para lograrlo.
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Los extractos DMF y DMS muestran propiedades intermedias tanto en términos de
potencia como de eficacia. DMF tiene un CEsp de 16.72 pM y un Emax de 29.25 %, lo
que indica que se requiere una concentracion moderada para alcanzar su efecto a la
mitad de su capacidad maxima, pero el Emax relativamente bajo sugiere que su
capacidad total de vasodilatacién es limitada en comparacién con otros extractos.
DMS, por su parte, tiene un CEso de 56.61 pM y un Emax de 25.37 %, lo que lo coloca
como un extracto que necesita una mayor concentracion que DMF para alcanzar su
efecto medio, pero con una eficacia ligeramente menor. Ambos extractos ofrecen una
eficacia moderada y requieren concentraciones relativamente bajas en comparacion
con DMH, aunque no alcanzan su potencial maximo de efecto.

La afinina se destaca entre los compuestos estudiados por su CEso de 27.05 uM y
su Emax de 108.2 %. Aunque su CEso es mas alto que el de la acetilcolina, la afinina
muestra una potencia moderada y una alta eficacia, situandola como uno de los
compuestos mas efectivos tras la ACh. Su alta eficacia sugiere que tiene un
importante papel en la vasodilatacion, aunque su CEsp mas alto indica que se
necesita una mayor concentracion de afinina para desencadenar el efecto en
comparacion con la acetilcolina. Este equilibrio entre potencia y eficacia hace que la
afinina sea un compuesto prometedor en el desarrollo de agentes vasodilatadores,
siendo capaz de generar un efecto robusto sin requerir dosis extremadamente altas,
como es el caso de DMH.

El extracto MeR se muestra como el mas prometedor de los extractoos metandlicos
con un Emax de 124.9 % y una CEsp de 208.4 pM, lo que sugiere que aunque se
necesita una concentracion relativamente alta para alcanzar su efecto medio, este
extracto es muy eficaz en su accion maxima. Esta alta eficacia la logra debido a que
también la afinina se encuentra presente en este extracto, aunque en menor
proporcion que en el extracto de DMR.

El extracto MeS, por su parte, muestra un CEso bajo de 15.71 pM y un Emax de 25.72
%, lo que indica que tiene una potencia alta pero una eficacia relativamente baja en
comparacion con MeR y otros compuestos como DMH. Aungue es capaz de actuar
rapidamente a bajas concentraciones, el efecto maximo que puede lograr es limitado,
lo que lo posiciona como un compuesto de interés en situaciones donde se necesiten
efectos vasodilatadores moderados con dosis bajas.

El extracto MeH se encuentra entre los menos efectivos, con un Emax de 32.89% y un
CEso de 9.764 uM, lo que refleja una potencia relativamente alta, pero una eficacia
moderada, lo que podria limitar su utilidad en aplicaciones donde se requiera una
vasodilataciébn mas potente. Finalmente, el extracto MeF tiene un Emax de 57.47 %y

77



un CEso de 1005 uM, lo que lo posiciona como el extracto menos potente y eficaz
entre los analizados.

V1.6 Discusion global
CG-EM

Al comparar los perfiles quimicos de las flores, hojas y raices de H. longipes,
gueda claro que cada parte de la planta esta altamente especializada en sus
funciones, reflejando una adaptacion evolutiva a las diversas presiones ambientales
a las que se enfrenta. Esta especializacién funcional se traduce en variaciones
significativas en la proporcion de compuestos quimicos presentes en cada 6rgano,
lo que permite a la planta optimizar su supervivencia y eficacia dentro de su entorno.

Las flores de H. longipes estan particularmente orientadas hacia la atraccion de
polinizadores y el almacenamiento de energia. Con un alto contenido de acidos
grasos (29.16%) y una notable cantidad de hidrocarburos (21.31%), estas estructuras
juegan un papel crucial en los procesos reproductivos y en la comunicacion con el
ecosistema circundante. Los acidos grasos, ademas de ser fuentes de energia,
participan en la sintesis de compuestos volatiles que atraen a los polinizadores.
Asimismo, los hidrocarburos, comunes en las cuticulas vegetales, contribuyen a la
proteccion fisica de las flores contra desecacion y herbivoros, lo que también
favorece su funcion reproductiva.

Por otro lado, las hojas, aunque también ricas en lipidos (35.43%), presentan un
perfil quimico que sugiere un enfoque mas defensivo. El notable contenido de
compuestos fendlicos (14.57%) indica que las hojas de H. longipes no solo son
importantes en la fotosintesis y la produccion de energia, sino que también juegan
un papel fundamental en la proteccion de la planta contra herbivoros y patégenos.
Los fenoles, conocidos por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas,
protegen a las hojas de la oxidacion inducida por la radiacion solar y las infecciones.
Esta capacidad antioxidante también puede ayudar a mitigar el dafio celular en
respuesta a condiciones ambientales adversas, como la exposicion a la luz
ultravioleta o fluctuaciones térmicas.

En contraste, las raices de H. longipes se destacan por su alto contenido de
carbohidratos (30.94%), lo que revela su funcién primordial en el almacenamiento de
energia y la estabilidad de la planta. Al estar mas protegidas en el suelo, las raices
no requieren los mismos mecanismos de defensa que las hojas y flores, permitiendo
gue se especialicen en la absorcidbn de nutrientes y el almacenamiento de
compuestos esenciales. Los carbohidratos almacenados en las raices aseguran que
la planta pueda mantener sus funciones metabdlicas durante periodos de estrés,
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como la sequia o la falta de nutrientes, y también proporcionan la energia necesaria
para el crecimiento y la reproduccion en momentos oportunos.

Las flores y hojas, al estar mas expuestas a factores externos como la radiacion
solar, herbivoros y patdgenos, han desarrollado una serie de mecanismos defensivos
y de interaccion con su entorno. Por el contrario, las raices, méas resguardadas en el
suelo, han evolucionado principalmente para maximizar la eficiencia en la absorcién
de nutrientes y el almacenamiento de energia.

Este patrén de especializacion refleja la importancia de la integracion funcional de
las distintas partes de H. longipes dentro de su ecosistema. Las flores juegan un
papel esencial en la reproduccion y la atraccion de polinizadores, las hojas actian
como un escudo protector y una fuente de energia para la planta, mientras que las
raices aseguran el suministro de nutrientes y energia a largo plazo. Esta division de
funciones maximiza la eficiencia y permite a H. longipes prosperar en su entorno
natural, enfrentando tanto las presiones bidticas como abidticas de manera eficaz.

UPLC-EM

El analisis de UPLC-EM ha revelado una rica diversidad de metabolitos
especializados en las diferentes partes de la planta. Las raices tienden a concentrar
acidos grasos y compuestos antioxidantes, mientras que las flores muestran una
gran variedad de flavonoides glicosilados, terpenoides y acidos hidroxicinamicos, lo
gue sugiere una fuerte actividad en la defensa contra herbivoros y la atraccion de
polinizadores. Las hojas estan ricas en compuestos antioxidantes y flavonoides, lo
gue refuerza su funcion protectora en las partes aéreas de la planta, y las semillas
destacan por su contenido en compuestos protectores y almacenadores de energia.

Este patrén de distribucion de metabolitos subraya la capacidad de la planta para
adaptar su produccion de metabolitos especializados a las diferentes funciones y
necesidades ecologicas de cada 6rgano, desde la proteccidén y el almacenamiento
hasta la reproduccion y la defensa contra agresores externos.

Compuestos fendlicos

El comportamiento diferencial entre las partes de la planta sugiere que la
acumulacién de compuestos antioxidantes esté influenciada por la funcion biolégica
de cada organo. Las hojas, como sitios de fotosintesis, estan expuestas a altos
niveles de estrés oxidativo, lo que justifica su alto contenido de flavonoides. Las
semillas, por su parte, requieren proteccion durante la fase de latencia y germinacion,
lo que explica su alta actividad antioxidante. Las raices, en cambio, parecen

79



depender menos de estos mecanismos antioxidantes, reflejdndose en sus bajos
niveles de actividad.

Las hojas presentan el contenido més alto de compuestos fendlicos totales (105.71
+ 8.30 mg EAG/Q), lo cual es consistente con su exposicion directa a la radiacion UV
y otros factores de estrés ambiental. La elevada concentracion de estos compuestos
en las hojas refuerza su rol clave en la defensa antioxidante. Las flores, con un
contenido de 76.32 + 2.58 mg EAG/g, también poseen una cantidad considerable de
compuestos fendlicos, pero en menor proporcién que las hojas, probablemente
debido a la distinta funcién reproductiva de este 6rgano. Las semillas, con 86.87 +
3.64 mg EAG/g, muestran un contenido intermedio, lo que sugiere que los
compuestos fendlicos en las semillas juegan un papel protector crucial durante la
germinacion. En contraste, las raices tienen el contenido mas bajo (37.84 + 6.80 mg
EAG/g), lo que refleja su menor exposicion a factores externos y su funcion mas
estructural.

Los flavonoides, compuestos que destacan por su capacidad antioxidante y su
funcidén de proteccién frente a la radiacion UV, se concentran mayormente en las
hojas (86.16 + 6.71 mg EC/g), lo que refuerza su papel clave en la defensa contra el
estrés oxidativo. Las semillas contienen una cantidad notable de flavonoides (63.75
+ 2.32 mg EC/g), lo que indica su importancia en la proteccion del embrion durante
el desarrollo y la germinacion. Las flores (42.56 + 3.61 mg EC/g) ocupan el tercer
lugar, lo que sugiere que ademas de su funcion en la reproduccion, los flavonoides
contribuyen a la atraccion de polinizadores. Por altimo, las raices tienen la menor
concentracion (10.46 + 2.38 mg EC/qg), reflejando su funcion subterranea, protegida
de la radiacion UV.

Los ensayos de DPPH y FRAP confirman que las hojas presentan la mayor
capacidad antioxidante, con valores de 907.27 +5.16 umol ET/g en DPPH y 1681.18
+132.10 umol ET/g en FRAP, lo que esta correlacionado con su elevado contenido
de flavonoides y compuestos fendlicos. Las semillas también muestran una
capacidad antioxidante alta (813.46 £ 9.50 umol ET/g en DPPH y 1059.14 + 81.85
umol ET/g en FRAP), lo que refuerza su rol protector durante la germinacién. Las
flores presentan una actividad antioxidante significativa pero menor que las hojas
(717.15 £ 1.43 pmol ET/g en DPPH y 808.30 + 34.00 umol ET/g en FRAP).
Finalmente, las raices tienen la menor capacidad antioxidante en ambos ensayos, lo
gue refleja su bajo contenido de compuestos antioxidantes.

La variabilidad en el contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y capacidad
antioxidante entre los distintos 6rganos de H. longipes puede atribuirse
principalmente a las diferencias funcionales y ecolégicas de cada parte de la planta.
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Las hojas, expuestas directamente a la luz solar y otros factores de estrés, sintetizan
y acumulan mayores cantidades de compuestos antioxidantes, lo que refuerza su
funcion protectora. Las semillas, aunque no estdn expuestas al estrés ambiental
directo durante su formacion, requieren una proteccion significativa para asegurar la
viabilidad del embrion, lo que justifica su alto contenido de flavonoides y su notable
capacidad antioxidante. Las flores, aunque esenciales para la reproduccién,
muestran una menor acumulacién de compuestos antioxidantes en comparacién con
las hojas, posiblemente debido a la importancia de otros compuestos como los
pigmentos para atraer polinizadores. Por su parte, las raices, al estar protegidas del
estrés ambiental, no requieren una alta concentraciébn de antioxidantes, lo que
explica su bajo contenido en estos compuestos.

Efecto vasodilatador

Aunque el DMH también presenta un efecto maximo elevado, su CEsp es
significativamente mayor, lo que sugiere que se requieren concentraciones mas altas
para lograr respuestas similares. Los extractos de DMF y DMS exhiben propiedades
intermedias en cuanto a la CEsp, efecto maximo y rango de accion. El ajuste de
bondad para todos los extractos es en general bueno, lo que indica que los modelos
utilizados para ajustar los datos son adecuados.

Los resultados sugieren que MeR es el mas prometedor como vasodilatador,
debido a su alta potencia y eficacia debido a la afinina. Los extractos MeS y MeH
también muestran actividad vasodilatadora, aunque con menor potencia y eficacia
gue MeR. El extracto MeF, por otro lado, parece ser el menos activo de los cuatro.
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VII. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se encontré que los extractos de diclorometano de las
hojas, las flores y las semillas de H. longipes presentaron efecto vasodilatador,
siendo el extracto de las hojas el que presentd el mayor efecto maximo.

Los extractos metandlicos de las hojas, flores y semillas también indujeron un
moderado efecto vasodilatador y el extracto de las flores presenté el mayor
efecto maximo.

Se encontré que Unicamente los extractos de diclorometano de las raices,
metanolicos de raices y de diclorometano de las hojas contenian afinina con
concentraciones de 324.15 + 0.73, 149 £ 0.14 y 17.53 + 0.11 mg de afinina/g
de extracto, respectivamente.

Los compuestos mayoritarios volatiles encontrados en el extracto de
diclorometano de las hojas fueron el y-eudesmol (15.05 %), el (+)-Rosifoliol
(2.35 %) y el acido n-hexadecanoico (1.2 %) y en el correspondiente extracto
de las flores fueron la asarinina (3.82 %), el &cido n-hexadecanoico (2.22 %)
y el y-sitosterol (0.74 %) y ninguno de ellos cuenta con efecto vasodilatador
ya reportado.

Los principales compuestos polares encontrados en las hojas, las flores, las
semillas y la raiz son compuestos fendlicos. El contenido de compuestos
fendlicos fue mayor en las hojas y las flores que en las raices y las semillas.
Se hipotetizar que esto es debido a que las partes aéreas de la planta estan
mas expuestas a factores de estrés como la radiacion ultravioleta.

Las partes aéreas de H. longipes son una fuente de moléculas
vasodilatadoras, potencialmente utiles en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares.
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IX. ANEXOS

IX.1 Carta bioética

UNIVERSIDAD AUTO:NOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE QUIMICA

C.U., Querétaro, mayo 22, 2024
No. de oficio. CBQ24/058

Dra. Alejandra Rojas Molina
M.C. Gabriela Victoria Ruiz Castillo
Investigadoras responsables

Juan José Romero Tovar
Estudiante responsable

Dr. César Ibarra Alvarado
Dra. Juana Isela Rojas Molina
Colaboradores

El protocolo de investigacion titulado “Analisis quimico y determinacion del
efecto vasodilatador de extractos obtenidos de las partes aéreas de Heliopsis
longipes” sometido a evaluacién por parte del Comité de Bioética de la Facultad
de Quimica involucra el uso de animales de experimentaciéon. Las
caracteristicas del disefio del protocolo de investigacidon son resumidas a
continuacion:

Tipo de estudio Ex vivo
Modelo experimental Ratas macho Wistar (250-300 g)
Tamario de muestra 16 ratas
Jaulas de policarbonato (54.5 x 39.5 x 20.0 cm) en el
Alojamiento bioterio de la FQ-UAQ a 22 °C, 30% HR, <85 dB,

12:12 h luz:oscuridad
Ratas alimentadas con alimento estandar Rodent
chow 5001 y agua ad libitum

Alimentacion

Induccion de

enfermedad Ne@pied
Monitoreo de animales No aplica

Administracion de .
No aplica

tratamiento
Método de eutanasia Decapitacion con guillotina
Se contratara el servicio de una empresa para hacer
la disposicion de RPBI

Manejo de RPBI

Centro Universitario, Cerro de las Campanas, Santiago de Querétaro, Qro., México C.P. 76010
Tel. 01 (442) 192 12 67 Fax 192 13 02
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UNIVERSIDAD AUTC}NOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE QUIMICA

Recoleccion de

; Aorta toracica descendente
érganos

Medicion ex vivo de la actividad vasodilatadora del
Variables de medicion | extracto de etanol y diclorometano de hojas y flores
de H. longipes

Con base en las actividades de responsabilidad para el Comité de Bioética de la
Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro en la revision de
proyectos de investigacion con la participacion de sujetos humanos (directamente
en ensayos clinicos, investigacion observacional o por empleo de muestras
biolégicas), asi como del uso de animales de experimentacion, le comunicamos que
el protocolo de investigacion titulado “Analisis quimico y determinacion del
efecto vasodilatador de extractos obtenidos de las partes aéreas de Heliopsis
longipes”, del cual Usted es responsable, fue evaluado con una resolucion de
aprobado en lo referente a los aspectos bioéticos del proyecto.

Cabe mencionar que ningln integrante del Comité declaré conflicto de interés para
la evaluacion del protocolo de investigacion. Sin mas por el momento, quedamos a
sus ordenes.

Iza Fernanda Pérez Ramirez

Presidente

Comité de Bioética de la Facultad de Quimica
Universidad Auténoma de Querétaro

Centro Universitario, Cerro de las Campanas, Santiago de Querétaro, Qro., México C.P. 76010
Tel. 01 (442) 192 12 67 Fax 192 13 02
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IX.2 Matriz de datos empleados para el grafico de espacio quimico.
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CC1=CC=C(C=C1)C(C)CCC=C(C)C | 1 1 20234 | 53623 | O 0.46667
CC1=CCCIC@2([C@H]1C[C@@HI(

It 1 1 22237 | 35602 | 2023 | 0.86667
CC1=C[C@@H]2[C@H](CC1)C(=CC]

Compooae 1 1 204356 | 4253 | 0 0.73333
CC1=C[C@H]|2[C@@H]|(CC1)C(=C)

CCcoenpaoe 1 1 204356 | 43313 | 0 0.73333
CC1=C[C@H]2[C@@H](CCC(=C2C

e 1 1 204.356 | 4.4239 | 0 0.73333
CC1=C[C@H]2[C@H](CCI)C(=C)CC

Caeele 1 1 204356 | 43313 | 0 0.73333
CCC(=0)C1=CC=CC=C1 1 5 134.177 | 1.9852 | 17.07 | 0.22222
gCC(C)CCCC(C)CCCC(C)CCCZC(C) 1 1 | 280538 [83479| 0 0.9
gCC(C)CCCC(C)CCCC(C)CCCC(C) ) ) ve2e03 | 8212 | o .
CCC1=C(C(=C(C=C1)C)C)CC 1 3 162.275 | 3.8664 | 0 05
CCC=CC#CCCCCCCCC 1 3 192.345 | 581 0 0.71429
CCCC(C)OC(=0)C1=CC=CC=C1C(=

ST 1 6 318.411 | 4.7157 | 52.6 | 0.57895
CCCC=CC(C)C 1 3 112.215 | 32153 | 0 0.75
CCCCC(CC)COC(=0)C1=CC=CC=C

oo 1 6 278.347 | 3.9543 | 63.6 05
8%:00/ C=CiC/C=Cccecceee(= | 4 2 280.45 | 6.4669 | 37.3 | 0.72222
gCCCCC’ C(=C\C1=CC=CC=C1)/C= | 4 5 216.323 | 4.4896 | 17.07 0.4
;:C%CCC/ C=C/iC=Cicccceeee(=o0 | 2 294.477 | 6.8948 | 26.3 | 0.73684
CCCCCCCCCCCCCCCC(=0)0 1 2 256.428 | 6.0625 | 37.3 | 0.9375
CCCCCCCCCCCCCCCC(=0)0C 1 2 270.455 | 6.4904 | 26.3 | 0.94118
CCCCCCCCCCCCCCCC/C=CICC 1 3 280.538 | 8.9042 | 0 0.9
CCCCCCCCCCCCCCCCCC(=0)0 | 1 2 284.482 | 6.9713 | 37.3 | 0.94444
CCCCCCCCCCCCCCCCCC=C 1 3 266,511 | 8.5165 | 0 0.89474
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 1 3 282553 | 91564 | 0 1
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 1 3 29658 | 9.6108 | 0 1
CCCCCCCCCCCCCCeeeeeeeee | 2 382,67 | 10.126 | 26.3 0.96
C(=0)0C

ggfgCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 1 3 364.699 | 11.697 | 0 0.92308
ggggccccccccccccccccccc ) . 280722 | 12337 | o .
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CCCCCCCCCCCCCCCCCCCceeco | 1 2 326.606 | 9.1385 | 20.23 1
CCCCOC(=0)C1=CC=CC=C1C(=0)

OCCO)C 1 5 278.347 | 3.8797 | 52.6 0.5
CCCCOC(=0)C1=CC=CC=CIC(=0) | , 6 ] ] ] ]
occ(c)c

COC1=C(C=CC(=C1)CC=C)O 1 9 164.203 | 2.2723 | 29.46 0.2
CI[C@@H](CCC[C@@H](C)CCCIC(=

CICO)C)CCCOO)C 1 1 296.537 | 7.4212 | 20.23 0.9
C[C@@H]1CCC[C@@]2(C1=C[C@

GHI(CCCOCI0)C 1 1 222.37 | 3.5602 | 20.23 | 0.86667
C[C@@H]1CC[C@H](C2=CC(=C)CC

COHICC)C 1 1 204.356 | 4.3313 | 0 0.73333
Cl[C@@H]LCC[C@H]([C@H]2[C@]1

3IC@@H2COCCIC(CIC 1 1 204.356 | 4.0594 | 0 0.86667
Cl[C@@H]LCC[C@H]([C@H]2[C@]1

3IC@@H2CCCACIOC)C 1 1 204.356 | 3.9811 | 0 0.86667
C[C@@]12CC[C@@H]3[C@H](CC3(

SO)COICCIC@HILO02 1 1 220.355 | 4.0553 | 12.53 | 0.86667
C[C@H]1CCCC2=CC(=0)C(=C(C)C)

CIC@N2C 1 1 218.339 | 4.0065 | 17.07 | 0.66667
CIC@IL(CCIC@HI2C@HIL[CO@H]

3IC@@H|(C3(Q)C)CCC2=C)0 1 1 220.355 | 3.1746 | 20.23 | 0.86667
C[C@]12CCCC(=C)[C@@H]1C[C@

BHICCACONOO 1 1 222.37 | 3.6385 | 20.23 | 0.86667
C(=c(chch(cncl 2 8 - i ] ]
CIC/1=C\CCC(=C)[C@H]2CC([C@@

HI2CCD(O)C 2 1 204.356 | 5.4861 | O 0.73333
C/IC=C/C=C\CC/C=CIC(=0)NCC(C)C | 2 7 221.343 | 3.6122 | 29.1 0.5
CIC=CIC=0 2 5 - - - -
C1CC=CC(=0)C1 2 5 - - - -
C1CC[C@@H]([C@H](C1)CI)CI 2 8 153.051 | 2.622 0 1
C10C2=C(01)C=C(C=C2)C=0 2 5 150.133 | 1.7043 | 3553 | 0.125
CC(=0)O 2 5 - - - -
gC(C)ClCCCZ(C3C1C4C2(C4C3)C) 5 L 204356 | 37092 | O .
CCI/C=C/C=C/C=0 2 5 - - - -
CC1(C2CCC(C2)C1=C)C 2 1 136.237 | 2.7993 | © 0.8
CC1(CCCC23C1=CC(C2(C)C)CC3)C | 2 1 204.356 | 4.0441 | O 0.86667
CCL(C@H]2CCC(=C)[C@@H]1C2)C| 2 1 136.237 | 2.7993 | © 0.8
CC1=CC(=C(C(=C1)C)C)C 2 3 134.221 | 3.0352 | 0O 0.4
CC1=CC(=C(C=C1)C(C)C)OC 2 6 164.247 | 3.1205 | 9.23 | 0.45455
CC1=CC(=C(C=C1)OC)C(C)C 2 6 164.247 | 3.1205 | 9.23 | 0.45455
CC1=CC(=C(C=C1C)C)C 2 3 134.221 | 3.0352 | O 0.4
CC1=CC(CCC1)C(=C)C 2 1 136.237 | 3.3614 | O 0.6
CC1=CC=C(C=C1)C(C)C 2 1 134.221 | 3.1905 | 0O 0.4
CC1=CC=C(C=C1)C(C)C 2 1 134.221 | 3.1905 | © 0.4
CC1=CC=CC=C1C(C)C 2 1 134.221 | 3.1905 | © 0.4
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CC1=CC[C@@H](CC1)C(=C)C 2 1 136.237 | 33614 | 0 0.6
CC1CCC(C2C13C2C(=CC3)C)C(C)C | 2 1 204.356 | 3.9811 0 0.86667
CCC(C)C1=CC=C(C=C1)C 2 3 148.248 | 3.6449 0 0.45455
gCC(C)CNC(ZOV C=ciccic=Cic=C\ | , 7 235369 | 4.0666 | 291 | 0.53333
CCC1=C(C=CC(=C1)C)C 2 3 - - - -
CCC1=CC(=C(C=C1)C)C 2 3 134.221 | 3.1069 0 0.4
CCC1=CC=CC(=C1C)C 2 3 134.221 | 3.1069 0 0.4
CCC=CC1=CC=CC=C1 2 3 132.205 | 3.2046 0 0.2
CCCCC(CC)COC(=0)C1=CC=CC=C

1CEOIOCCCCOC 2 6 362.508 | 6.37 | 52.6 | 0.63636
CCCCC/C=C/C=C/C=0 2 5 152.236 | 2.969 | 17.07 0.5
ngCCC/ C=C\C/c=Cicccececci= |, 2 280.45 | 6.4669 | 37.3 | 0.72222
CCCCCC/C=C\CCCCCCCC(=0)0 2 2 254.412 | 5.8103 | 37.3 0.8125
CCCCCCCCCCCCCCCC(=0)0 2 2 256.428 | 6.0625 | 37.3 0.9375
C[C@@H]1CCC=C2[C@]L([C[C@@

HICEDC=OI0IC 2 1 204.356 | 4.6223 0 0.73333
C[C@@H]1CC[C@@H]2CC3=C(CC]

COIL3C2(0)0C 2 1 204.356 | 4.1528 0 0.86667
CIC=CIC(=0)C 3 5 84.1175 | 1.0352 | 17.07 0.4
C/C=CIC=0 3 5 70.0906 | 0.4948 | 17.07 0.25
C/C=CICCCCCCCCCCCCCC=0 3 2 252.44 | 6.402 | 17.07 | 0.82353
C1=CC=C(C=C1)C=0 3 5 106.124 | 1.5929 | 17.07 0
c1c/C=C\C=C/CC1 3 3 108.183 | 3.1308 0 0.5
C1CC=CC(=0)C1 3 5 96.1285 | 1.0682 | 17.07 0.5
C1CCC(CC1)OC(=0)C2=CC=CC=C2

C(c0)0CaCECCea 3 6 330.422 | 4597 | 52.6 0.6
ciccc=ccl 3 3 82.1454 | 1.7766 0 0.66667
g(lj(icccccccccccccccccccc 3 3 336.645 | 10.906 0 L
C1CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

ccecceeet 3 3 420.806 | 13.632 0 1
C1[C@H]2[C@H](CO[C@@H]2C3=C

C4=C(C=C3)0CO4)[C@@H](01)C5=| 3 10 354.357 | 3.2246 | 55.38 0.4
CC6=C(C=C5)0C0O6

CCHCC(C)C 3 3 82.1454 | 2.1909 0 0.66667
CC(=CC=0)C 3 5 84.1175 | 1.1012 | 17.07 0.4
CC(=0)C1=CC=CC=C1 3 5 120.151 | 1.5308 | 17.07 0.125
CC(C)(C1=CC=CC=C1)C2=CC(=C(C

—C2)0)(O) A CeaC ot 3 9 330.469 | 5.1085 | 20.23 0.25
gC(C)CCCCCCCCCCCCCCC(:O)O 3 2 298.509 | 7.1631 | 26.3 | 0.94737
cc(cjccecececceccccececceee | g 2 368.643 | 9.4351 | 26.3 | 0.95833
C(=0)0C

CC/C=C/C=C/C=0 3 5 110.155 | 1.6058 | 17.07 | 0.28571
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e I 2 | 292461 | 6.6426 | 263 | 0.63158
CC1=C(C(C=C1)(C)C)C 3 3 12221 | 2.6404 | 0 0.55556
CC1=C(C(CC=C1)(C)C)/C=C/C(=0)C | 3 1 100.285 | 3.0404 | 17.07 | 0.46154
CC1=C(C=C2CCC(OC2=C1C)(C)CC

T s s 3 4 | 416.687 | 9.2099 | 2946 | 0.78571
CC1=CC(=CC=C1)C 3 3 106167 | 23474 | 0 0.25
CC1=CC2=C(C=C1)C(CC=C2)(C)C | 3 3 172.27 | 3.4475| 0 0.38462
CC1=CC=C(C=C1)C(=0)C 3 5 134.177 | 1.8747 | 17.07 | 0.22222
CC1=CC=C(C=C1)N2C(=C(C(=O)NC

oA et oo 3 7 35578 | 2.5886 | 82 | 0.055556
CCC(C)C(=C)C 3 3 98.1882 | 2.9796 | 0 0.71429
CCCCIC=CIC=C 3 3 110199 | 3.2659 | 0 05
cceec 3 3 721503 | 2.3404 | 0 1
CCCCC(CC)COC(=0)C1=CC=CC=C

oo 3 6 278.347 | 3.9543 | 63.6 05
CCCCCIC=CIC=CIC=0 3 5 152.236 | 2.969 | 17.07 05
CCCCCIC=CIC=CIC=0 3 5 152.236 | 2.969 | 17.07 05
g)COCCC/ C=CiC/C=C\CCCCCCCC= | 4 2 280.45 | 6.4669 | 37.3 | 0.72222
g)COCCCC/ C=CiC/C=C\CCCCCCCC(= | 4 2 294.477 | 6.8048 | 26.3 | 0.73684
SCCCCC/ C(=C\C1=CC=CC=C1)IC= | 4 5 216.323 | 4.4896 | 17.07 0.4
CCCCCCCC(=0)0 3 2 144213 | 24273 | 373 | 0875
CCCCCCCCIC=CICCCCCCCC 3 3 252.484 | 7.9954 | 0 0.88889
CCCCCCCCCIC=C\CC(C)C 3 3 210.403 | 6.3961 | 0 0.86667
CCCCCCCCCC(=0)C 3 5 170.295 | 4.0138 | 17.07 | 0.90909
CCCCCCCCCC(=0)0 3 2 172.267 | 3.3361 | 37.3 0.9
CCCCCCCCCCCC(=0)0 3 2 200.321 | 4.2449 | 373 | 0.91667
CCCCCCCCCCCCCC(=0)0 3 2 228.374 | 51537 | 37.3 | 0.92857
CCCCCCCCCCCCCC(=0)0C 3 2 242.401 | 55816 | 26.3 | 0.93333
CCCCCCCCCCCCCCCC(=0)0 3 2 256.428 | 6.0625 | 37.3 | 0.9375
CCCCCCCCCCCCCCCC(=0)0C 3 2 270.455 | 6.4904 | 26.3 | 0.94118
CCCCCCCCCCCCCCCC/C=CICC 3 3 280.538 | 8.9042 | 0 0.9
ggggCCCCCCCCCCCCCZCCCCC 3 3 364.699 | 11.631 | 0 0.92308
CCCCCCCCCCCCCCCCCe 3 3 2545 | 82476 | O 1
CCCCCCCCCCCCCCCCCC(=0)C | 3 5 28251 | 7.649 | 17.07 | 0.94737
CCCCCCCCCCCCCCCCCC(=0)0 | 3 2 284.482 | 6.9713 | 37.3 | 0.94444
CCCCCCCCCCCCCCCCCC=0 3 5 268.483 | 7.1086 | 17.07 | 0.94444
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 3 3 282553 | 9.1564 | 0 1
CCCCCCCCCCCCCCCCCeeeee | 3 3 310.607 | 10.065 | 0 1
gcccccccccccccccccccccc . . sas00l | 10072 | o )
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CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCe saseel | 10072 | o .
< . .
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCee

Ceone 382,67 | 10.126 | 26.3 0.96
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCee 262609 | 12607 | o 0.52303
cc=c ' : :
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCee s80.722 | 12937 | o .
ccce ' :
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCee

coees 304.769 | 12792 | 0 1
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCee

Coeecio 422.779 | 12.193 | 17.07 | 0.96552
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCee

cooeecs 422,822 | 13.7 0 1
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCee 262714 | 10.056 | 20.23 .
CCCo : : :
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCel

Ceeoeior 424.751 | 11.441 | 263 | 0.96429
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCel 25206 | 10007 | 2023 )
< . . .
CCCCCCCCCOC(=0)C1=CC=CC=C

OO0 348.481 | 6.1517 | 52.6 | 0.61905
CCCCOC(=0)C1=CC=CC=C1C(=0)

SIS 278.347 | 3.8797 | 52.6 05
CC[C@@H](CC[C@@H](C)[C@H]1C

Cl[C@@H]2[C@@]1(CC[C@H]3[C@

¥ AR Ayl oA A A 414715 | 7.8552 | 20.23 | 0.93103
0)C)C)C(C)C

CCIC@H](C=CI[C@@H](C)[C@HIL

CC[C@@H]2[C@@]1(CC[C@H]3[C

A S o A A 412.699 | 7.603 | 20.23 | 0.86207
4)0)C)C)C(C)C

COC(=0)CCCCCCCC=0 186.25 | 2.1706 | 43.37 0.8
CIC@@]12CCCC(C1=CC(=0)02)(C) 180.246 | 1.7589 | 263 | 0.72727
< . . . .
CIC@@]12CC[C@@H]3[C@H](CC3(

TR STt 220.355 | 4.0553 | 12.53 | 0.86667
CIC@HI1CC[C@@H]2C[C@H]IC2(C 126053 | 26255 | o .

¥ . .
CIC@]12CCCC(=C)[C@@HIICIC@

Yy s 22237 | 3.6385 | 2023 | 0.86667

106



IX.3 Cromatogramas UPLC-EM
RAICES

Item name: HIR_2ul
Channel name: 2: TOF MSe (50-1800) -6eV ESI- (TIC)

1.2e7+ 2244
1.7e7
TeT
96
2332 2406
826 {
19.52
Teb
£ 1626
3 1263 1 16.83
< peb 21.37
2 2059
5e6-]
4e6
3e6
2e6
Te6]
T T T T T T T T T T T
25 5 7.5 10 125 15 175 20 225 25 275
Retention time [min]
Item name: HIS_2ul
Channel name: 2: TOF MSe (50-1800) -6V ESI- (TIC)
2248
1e7
Be6|
8e6-
061
Te6] 6.33
2221
A
b 23.52
5 2137
S
= 5eb+
o
=
4e6
3e6-
2e6-
Te6]
T T T T T 1

T
25 5 73 0 125 15 175 20 225 25 275 30

Retention time [min]
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HOJAS

Item name: HIH
Channel name: 2: TOF MSe (50-1800) -6eV ESI- (TIC)
2244
1eT

96
8eb
Teb
22.21

A

6eb
6.96

21.37

TIC [Counts]
b
il

4.20 }06

061
46 5.49
o

&10

3e6 390
2e6

Te6] 2.96
212

T
25 5 75 0 125 15 17.5 20
Retention time [min]

FLORES

Item name: HIF
Channel name: 2: TOF MSe (50-1800) -6eV ESI- (TIC)

2244

8eb

Teb

6eb

2217
\

o
g
il

21.37

061

TIC [Counts]

4ebi

3eb

0.81
2eb

Teb]

T T T
25 5 75 10 125 15 175 20 225 25 275
Retention time [min]
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RAICES

Florizina

ltem name: HIR_2uL

Channel name: Phloridzin [-H] : Phlorizin_1 [-H] : (24.7 PPM) 435.1300

Phlarizin_1
7.24

1.5e5

1.25¢e5

100000

75000

Intensity [Counts]

50000

25000

25 5
ltem name: HIR_2ul
ltem description:

1eb

5e5

Intensity [Counts]

175 20

T T
15 22.5 25 215

Retention time [min]

125

Channel name: Low energy : Time 7.2467 +/- 0.0672 minutes

1.04e6
435.13005

273.07652

ltem name: HIR_2ul
ltem description:

2e5

100000

Intensity [Counts]

123.04479
0 |

T T T T
200 250 300 350 450

Observed mass [m/z]

T
150
Channel name: High energy : Time 7.2467 +/- 0.0672 minutes

27307609 288e5

e
L

167.03477

274.08019
! 435.12942

ltem name: HIR_2ul
ltem description:

0.05

Absorbance [AU]

T T T T T T
200 250 300 350 400 450

Observed mass [m/z]

150
Channel name: Time 7.2467 min : PDA (210-600)

21843343 0.0971

T T T T
200 250 300 350

Wavelength [nm]
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Floretina

Item name: HIR_2ul
Channel name: Phloretin_1 [-H] : (24.7 PPM) 273.0765

Phloretin_1
7.24

70000
60000

50000

Intensity [Counts]
=
=
=
1

30000

20000

10000

T T
25 5 75 10 125 15 17.5 20 225 25 275
Retention time [min]

ltem name: HIR_2ul Channel name: Low energy : Time 7.2465 +/- 0.0672 minutes
ltem description:

6.07e5
Be5

273.07652
5e5

4e5

3e5

Intensity [Counts]

2e5

100000

0 25 50 75 100 IEI'_S 1 gO ‘I':’S 260 2£5 2%0 2':’5 360
Item name: HIR_2ul Channel name: High energy : Time 7.2465 +/- 0.0672 minutes
Item description:

2.88e5
273.07699

2.5e5

’
2e54

1.5e54
167.03477

Mass error: -0.2 mDa

Intensity [Counts]

100000

50000 ] 27408018
123.04479

T T T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Observed mass [m/z]
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[B-tocotrienol

Item name: HIR_2ul
Channel name: beta-Tocotrienol [-H] : (24.7 PPM) 409.3100

beta-Tocotrienol
50000 2248
40000
2 30000
=5
=
£
]
£
20000
10000
4.09 26.46
0 i adl g § e 177y
T T T T T T T T T T T
25 5 75 10 125 15 17.5 20 225 25 275
Retention time [min]
ltem name: HIR_2ul Channel name: Low energy : Time 22.4854 +/- 0.0672 minutes
ltem description:
1.12e6
Te6 116.92824 283.19055
£
2 99.92576
= 311.20114
& 5e5- 32518465 355 15507
g 320.20024 40021000
€
117.52803 265.14761 2526288 33613627
| T | |
T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T
0 25 50 75 100 123 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425
Observed mass [m/z]
Item name: HIR_2ul Channel name: High energy : Time 22.4854 +/- 0.0672 minutes
Item description:
4.23e5
Ae5
w
£
q 374.29205
UEI!eS 183.01216 311.1272;8449\ 40931117
B 25523269 339.20001 383.19004]
116.92841 -
£ 9092573 14000710 283.26400 340.20275
| I [= i
o ! . RN 1 T 1 AT O
T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425
Observed mass [m/z]
ltem name: HIR_2ul Channel name: Time 22.4854 min : PDA (210-600)
Item description:
22433824 0.365
5
=
g 024
£
=
0_ T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 25 50 75 100 123 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425

Wavelength [nm]
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Acido palmitico

Item name: HIR_2ul
Channel name: Palmitic acid [-H] : (24.7 PPM) 2535.2331

80000
70000
60000
50000

40000

Intensity [Counts]

30000

20000

10000+

Palmitic acid
2061

21.37 2245
i 4

24.67 2577 2698

15.79
12403y v [V

Lo 839 1982

Py

2.5 5 75

Itern name: HIR_2ul
Item description:

5

425

Intensity [Counts]

2e5

9902554

11692824

T T
15 17.5 20 22.5 25 275

Retention time [min]

Channel name: Low energy : Time 20.6114 +/- 0.0672 minutes

T.71e5

255.23313

256.23592
i

Itern name: HIR_2ul
Item description:

A=5

3e5

2e5

Intensity [Counts]

100000

100

T T T T T T T
125 150 175 200 225 250 275
Channel name: High energy : Time 20.6114 +/- 0.0672 minutes

4.92e5

255.23286

183.01202

256.23601
[ 27923140
|

T T T T T T
125 150 175 200 225 250 275
Observed mass [m/z]
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Acido linoleico

Itern name: HIR_Zul

Channel name: Linoleic acid [-H] : (24.7 PPM) 279.2336

3e5

2,525

2e5

1.5e5 4

Intensity [Counts]

100000

50000

Linoleic acid
1953

ltem name: HIR_2ul
Item description:

]
w
o

Intensity [Counts]
o
o

2.5

T
10 125 15
Retention time [min]

gggzssy  116.92819
A}

T
20 22.5 25 275

Channel name: Low energy : Time 19.5358 +/- 0.0672 minutes

2.3eb
279.23360

280.23665
!

207.15244
1
T

ltem name: HIR_2ul
ltem description:

5e5

2.5e5

Intensity [Counts]

25

50

T T
75 100 125 150
Observed mass [m/z]

90.02548 "‘l 16.92826

T
175

T T T
200 225 250 275 300

Channel name: High energy : Time 19.5359 +/- 0.0672 minutes

27023324 00083

280.23632
255.23273

0 T

Iterm name: HIR_2ul
Item description:

0.3

Absorbance [AU]

25

50

T T T
75 100 125 150
Observed mass [m/z]

175

|
T T T T
200 225 250 275 300

Channel name; Time 19.5359 min : PDA (210-600)

22315646 0.301

25

50

T T
75 100 125 150
Wavelength [nm]

175

T T T
200 225 250 275 300
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SEMILLAS

Cinarina

ltem name: HIS_2ul
Channel name: 15-Dicaffecylquinic acid [-H] : Cynarin [-H] : (24.7 PPM) 515.1194

_Cynarin
6.57
525
4e5
£
3
S 3e5
Zz
2
&
£
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Acido clorogénico

Iterm name: HIS_2ul

Channel name: Chlorogenic acid_3 [-H] : (24.7 PPM) 353.0883
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Solabiosa

Iterm name: HIS_2ul
Channel name: SOLABIOSE [-H] : (24.7 PPM) 341.1096
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Acido 1-cafeoilquinico

Iterm name: HIS_2ul

Channel name: 1-Caffeoylquinic acid [-H] : Chlorogenic acid_3 [-H] : (24.7 PPM) 353.0882
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[B-tocotrienol

Iterm name: HIS_2ul
Channel name: beta-Tocotriencl [-H] : (24.7 PPM) 409.3102
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Acido linoleico

Iterm name: HIS_2ul

Channel name: Linoleic acid [-H] : (24.7 PPM) 279.2330 Linoleic acid
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6-Gingerol

Iterm name: HIS_2ul
Channel name: 6-Gingerol [-H] : (24.7 PPM) 293.1759
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Isoodoratol

ltem name: HIS_2ul

Channel name: lsoodoratol [-H] : (24.7 PPM) 473.3629 Isoodoratol
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Glucésido de Juglona

Iterm name: HIS_2ul
Channel name: Juglone glucoside [-H] : (24.7 PPM) 335.0763
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HOJAS

Cinarina

ltem name: HIH

Channel name: Cynarin [-H] : (24.7 PPM) 515.1194
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Acido clorogénico

Item name: HIH
Channel name: Chlorogenic acid_3 [-H] : (24.7 PPM) 353.088T
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Acido quinico
Item name: HIH

Channel name: (-)-QUINIC ACID [-H] : (247 PPM) 191.0559
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Kaempferol-3-O-Rutinosido

Item name: HIH

Channel name: Kaempferol-3-0-Rutinoside (Mictoflorin)_1 [-H] : (24.7 PPM) 593.1493
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Quercetina 3-O-robinobidsido

Item name: HIH

Channel name: Quercetin 3-O-robincbioside [-H] : (24.7 PPM) 609.1445
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6-Geranilnaringenina

Item name: HIH
Channel name: 6-Geranylnaringenin [-H] : (24.7 PPM) 407.1869
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[B-tocotrienol

Item name: HIH

Channel name: beta-Tocotriencl [-H] : (24.7 PPM) 409.3108
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Primulaverina

Item name: HIH
Channel name: primulaverin [-H] : (24.7 PPM) 475.1451
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Glucésido de Juglona

Item name: HIH
Channel name: Juglone glucoside [-H] : (24.7 PPM) 3350768
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Acido cafeico

Item name: HIH
Channel name: ac. cafeico [-H] : (24.7 PPM) 179.0346

ac. cafeico
428

-6.28

200004

15000+

Intensity [Counts]
2
3
T

6.58
!

5000
6.95
)

737 8349717
LAaaig

'l ?.1?I

2.5 5 75 10

Item name: HIH
Item description:

2e5

1.5e5

100000

Intensity [Counts]

50000

125

T
17.5 20 22.5 25 275 30

Retention time [min]

Channel name: Low energy : Time 4.3005 +/- 0.0597 minutes

2.15e5

179.03463

Item name: HIH
Item description:

75000

50000

Intensity [Counts]

25000

60

T T T T T T
80 100 120 140 160 180
Channel name: High energy : Time 43005 +/- 0.0587 minutes

0.84e4

\
W 179.03454
./

135.04489
Mass error: -0.3 mDa

60

T T T
a0 100 120 140 160 180

Observed mass [m/z]

132



Acido rosmarinico

Item name: HIH
Channel name: Ac. Rosmarinico_1 [-H] : (24.7 PPM) 359.0775
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Tricina 5-glucésido

Item name: HIH
Channel name: Tricin 5-glucoside [-H] : (24.7 PPM) 491.1218
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FLORES
Miricetina-3-O-galactésido

Item name: HIF
Channel name: Myricetin-3-O-galactoside [-H] : (24.7 PPM) 479.0835
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Naringenina-7-O-glucosido
ltem name: HIF
Channel name: Naringenin-7-0-glucoside [-H] : Naringenin-7-0-glucoside (Prunin)_1 [-H] : (24.7 PPM) 433.1149
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Cinarina

ltem name: HIF

Channel name: 1,5-Dicaffecylquinic acid [-H] : Cynarin [-H] : (24.7 PPM) 515.1195
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Paeondsido

ltem name: HIF
Channel name: Antoside [-H] : Paesonoside [-H] : (24.7 PPM) 609.1453
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Miricetina
ltem name: HIF
Channel name: Myricetin_2 [-H] : (24.7 PPM) 317.0304
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Hiperosido

ltem name: HIF

Channel name: 3-0-B-D-glycofuranosyl quercetin [-H] : Hyperoside_1 [-H] : (24.7 PPM) 463.0872
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6-Geranilnaringenina

ltem name: HIF

Channel name: 6-Geranylnaringenin [-H] : (24.7 PPM) 407.1870 6-Geranylnaringenin
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Acido palmitico

ltem name: HIF
Channel name: Palmitic acid [-H] : (24.7 PPM) 255.2328
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Quercetina 3-O-glucurénido

ltem name: HIF

Channel name: Quercetina 3-O-glucurdnido_1 [-H] : (24.7 PPM) 477.0666
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B-tocotrienol

ltem name: HIF

Channel name: beta-Tocotrienol [-H] : (24.7 PPM) 409.3111 beta-Tocotrienol
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Acido linoleico

ltem name: HIF

Channel name: Linoleic acid [-H] : (24.7 PPM) 279.2328 Linoleic acid

19.52
35000

30000

25000

P
g
2
i

150004

Intensity [Counts]

10000+

5000

T T
25 5 7.5 10 125 15 17.5 20 22.5 25 275
Retention time [min]

Item name: HIF Channel name: Low energy : Time 19.5292 +/- 0.0591 minutes
Item description:
3.38e5

3e5

279.23277

2e5
116.92806

Intensity [Counts]

100000 99.92546
115.92034

T T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275
Item name: HIF Channel name: High energy : Time 19,5292 +/- 0.0591 minutes
Item description:
1.15e5

279.23262
1000004

75000

255.23261

Intensity [Counts]
L
5]
=]
<

25000
99.92538

T T T T T L T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275
Observed mass [m/z]

145



Acido clorogénico

ltem name: HIF
Channel name: 1-Caffeoylquinic acid [-H] : Chlorogenic acid_3 [-H] : (24.7 PPM) 353.0878
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Solabiosa

ltem name: HIF
Channel name: SOLABIOSE [-H] : (24.7 PPM) 341.1075
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Termiarjunosido Il

ltem name: HIF
Channel name: Termiarjunoside Il [-H] : (24.7 PPM) 679.3711
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Acido p-cumarico

ltem name: HIF
Channel name: 4-Hydroxycinnamic acid [-H] : p-coumaric acid_2 [-H] : (24.7 PPM) 163.0398
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Apigetrina

ltem name: HIF
Channel name: Apigetrin [-H] : (24.7 PPM) 4310983
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Enmein

ltem name: HIF
Channel name: Enmein [-H] : (24.7 PPM) 361.1654
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Item name: HIF Channel name: Low energy : Time 17.6592 +/- 0.0591 minutes
Item description:
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Item name: HIF Channel name: High energy : Time 17.6592 +/- 0.0591 minutes
Item description:
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Cnicina

ltem name: HIF
Channel name: Cnicine [-H] : (24.7 PPM) 377.1611 Cnicine
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Item name: HIF Channel name: Low energy : Time 160380 +/- 0.0591 minutes
Item description:
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Item name: HIF Channel name: High energy : Time 16.0380 +/- 0.0591 minutes
Item description:
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