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3 Resumen

El objetivo del presente trabajo es purificar por cromatografia un extracto de cultivo
del hongo enddfito Graphostroma sp. SGSGf22 y obtener al menos una fracciéon
semipurificada, capaz de inhibir, in vitro, la formacién de productos de glicacién avanzada
(AGEs por sus siglas en inglés), utilizando los ensayos BSA (albumina sérica bovina)-
ribosa, BSA-glucosa y ensayos de NBT (Cloruro de nitroazul tetrazolio), con la intencion
de contribuir con informacién sobre una nueva actividad biolégica de dicho hongo.
Ademas, se realiz6 una aproximacion a la identificacion de los posibles compuestos
responsables de la actividad antiglicante observada. Mediante analisis por HPLC fue
posible evaluar la pureza de las fracciones semipurificadas seleccionadas y obtener
informacion preliminar sobre los compuestos presentes en ella. Estos hallazgos
proporcionan una base para investigaciones futuras orientadas al aislamiento y
caracterizacion de metabolitos bioactivos, con el fin de desarrollar nuevas alternativas

terapéuticas para el tratamiento de enfermedades no transmisibles (ENT).

La cepa Graphostroma sp. SGSGf22, conservado en el laboratorio de Metabolismo
Secundario de Microorganismos del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAV-IPN). se cultivé durante un periodo de 11 a 21 dias (dependiendo del lote),
posteriormente se preparo un extracto crudo de cultivo usando hexano y acetato de etilo
como solventes principales. Después de remover el solvente, el extracto crudo fue
separado en fracciones mediante cromatografia en columna y, cada fraccidon
semipurificada obtenida se sometié a un ensayo inhibiciéon de la formacion de AGEs
(Advanced Glycation End Products o productos de la glicacion avanzada) usando los
ensayos BSA-ribosa, BSA-glucosa y ensayos NBT. Inicialmente se realizaron pruebas
BSA-ribosa en fracciones seleccionadas considerando la cantidad de muestra existente,
Las fracciones que inhibieron la formacion de AGEs en mas de 50% fueron seleccionadas
para estudios subsecuentes. Las fracciones semipurificadas seleccionadas fueron
analizadas mediante HPLC con el propdsito de evaluar su pureza y obtener informacion
preliminar sobre los compuestos presentes. Posteriormente, se sometieron al ensayo
BSA-glucosa para determinar su actividad inhibidora de la formacion de AGEs en la fase
tardia, evaluada tras 15 dias de incubacion. Asimismo, se realizaron ensayos NBT con el
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fin de caracterizar su efecto en la fase temprana de la glicacién. Finalmente, se llevo a
cabo una revision bibliografica para proponer los posibles compuestos presentes en las
fracciones semipurificadas que mostraron porcentajes de inhibicidén (%IFA) cercanos o

superiores al 50%.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades no transmisibles (ENT) han adquirido mayor relevancia debido
a los cambios en los patrones demograficos y epidemioldgicos de la poblacion. Las ENT
son incurables, poseen caracteristicas complejas, pueden ser prevenidas y controladas
dependiendo de factores genéticos, fisiolégicos, ambientales y conductuales de

personas, pero su progresion causa complicaciones en la salud (Vega-Angarita, 2020).

De acuerdo con Berumen-Rodriguez et al. (2020), en México las ENT fueron la
causa de muerte del 77% de las mujeres con registros elevados de sobrepeso, obesidad
y diabetes mellitus tipo 2 en 2013 y fueron la causa de 41 millones de muertes, cerca del

71% de las defunciones registradas a nivel mundial en 2016.

Dentro de los factores de riesgo para el desarrollo de ENT se encuentran tener
una dieta no saludable, sedentarismo, tabaquismo y alcoholismo. La incidencia de
cancer, diabetes, enfermedades respiratorias y cardiovasculares crecieron
significativamente durante la pandemia de COVID-19. Todas estas enfermedades se han
asociado con la acumulacién o formacién de AGEs en células, o con la interaccion de
AGEs con su receptor (RAGE). Por ello, existe la necesidad de desarrollar estrategias
para limitar la acumulacién de AGEs y asi inhibir el desarrollo de las complicaciones

asociadas con al menos alguna ENT (Rochin-Hernandez et al., 2022).

Los AGEs pertenecen a un grupo de compuestos complejos heterogéneos que se
forman ya sea de forma exdgena o enddgena por diferentes mecanismos y a partir de

una variedad de precursores (Twarda-Ctapa et al., 2022).

La glicacion es una reaccion no enzimatica que sucede entre un monosacarido
reductor y un grupo amino en proteinas, lipidos o acidos nucleicos, formando una base
de Schiff inestable, la cual se reordena a una forma estable, producto de Amadori, esto
conduce frecuentemente a la formacion irreversible de AGEs. Por ello, resulta
fundamental identificar alternativas capaces de inhibir alguna de las etapas de la
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glicaciéon, ya sea retrasando la formacion de productos de Amadori o evitando la
generacion final de AGEs (Mridula et al., 2021).

Sanchez Rangel et al. (2022) sefiala que los endéfitos son microorganismos que
habitan en el interior de la planta sin generar sintomas aparentes de enfermedad, pueden
promover el crecimiento vegetativo, ayudar a la planta a responder a varios tipos de
estrés y como un mecanismo de defensa; aunado a esto, representan una fuente
abundante de metabolitos secundarios que han mostrado actividad antimicrobiana,

antifungica, antiviral, antiparasitaria, antioxidante, antinflamatoria y anticancerigena.

El Laboratorio de Metabolismo Secundario de Microorganismos del Departamento
de Biotecnologia del CINVESTAV-IPN aislé hongos enddfitos del tejo mexicano (Taxus
globosa). El hongo Graphostroma sp. SGSGf22, es un enddfito aislado del follaje de un
ejemplar sano de Taxus Globosa, ubicado en la Sierra Gorda del estado de Querétaro.
En trabajos anteriores se determind que extractos de cultivos del hongo presentan
actividad antiproliferativa en células HelLa de cancer cervicouterino (Soca-Chafre et al.,
2011). Por otra parte, algunas fracciones semipurificadas, obtenidas por cromatografia a
partir del extracto son capaces de inhibir la glicacion de proteinas, in vitro, en un ensayo
BSA-ribosa (Lopez Betancourt, 2023). No obstante, no hay estudios enfocados en la
actividad anti AGEs, en un ensayo BSA-glucosa ni pruebas NBT que evaluen dichas
actividades en extractos crudos o fracciones semipurificadas. Tampoco se han intentado
identificar los tipos de compuestos responsables de estas actividades en Graphostroma
sp. SGSGf22. La identificacion de los compuestos responsables de inhibir la glicaciéon de
proteinas podria conducir al descubrimiento de nuevos compuestos que podrian servir

de base para definir estrategias terapéuticas para el tratamiento de algunas ENT.

Es por esto que, en el presente trabajo, se estudié la capacidad de fracciones
semipurificadas de Graphostroma sp. SGSGf22 para inhibir la formacién de productos
finales de la glicacién avanzada (AGEs) usando un ensayo BSA-glucosa y ensayos NBT.
El objetivo es obtener al menos una fraccion de este hongo, capaz de inhibir la formacion

de AGEs en alguna de sus etapas.



2. ANTECEDENTES
2.1Enfermedades no Transmisibles (ENT)

De acuerdo a la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) las enfermedades
no transmisibles (ENT) hacen referencia a un grupo de enfermedades que abarcan
cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes, enfermedades pulmonares cronicas y
enfermedades neurodegenerativas, las cuales no son causadas por infecciones agudas.
Se caracterizan porque tienen efectos a largo plazo en la salud y, a menudo, requieren

tratamiento y atencion a largo plazo.

2.2ENT relacionadas con la glicacion de proteinas

La acumulacion excesiva de AGEs se ha vinculado con diversas enfermedades
cronicas y degenerativas, entre ellas la enfermedad de Alzheimer, asi como con
trastornos articulares. En personas con diabetes mellitus, la hiperglucemia crénica
promueve la acumulacion de AGEs, contribuyendo al desarrollo de complicaciones
secundarias como aterosclerosis, nefropatias y cataratas, entre otras. Este fendmeno se
debe principalmente a la incapacidad de sintesis o utilizacion eficiente de insulina, lo que
altera el metabolismo de la glucosa y favorece la glicacion enzimatica de proteinas y

subsecuentemente la formacién de AGEs (Séro et al., 2013).

Twarda-Ctapa et al. (2022) sefalan que la acumulacion excesiva de AGEs, que se
deriva de la acumulacién de elevadas concentraciones de compuestos azucarados, y la
reaccion no enzimatica de estos con aminoacidos, péptidos y proteinas humanas,
constituye una de las principales causas que explican el origen del dafo celular y los

trastornos tisulares graves asociados a diversas enfermedades cronicas y degenerativas.

El trabajo de Brownlee et al. (1986) ha reportado aumentos asociados en el
entrecruzamiento del colageno y la acumulacién de AGEs asociados con la edad, los
cuales son acelerados por la diabetes. A pesar de que el entrecruzamiento de proteinas
de larga duracion aumenta con la edad, su investigacion genero evidencia directa de que
mecanismos no enzimaticos aumentan el entrecruzamiento del colageno en personas

con diabetes.
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Los trastornos neurodegenerativos que abarcan enfermedades como Alzheimer,
Parkinson o la esclerosis lateral amiotrofica son trastornos debilitantes e incurables por
el momento, en donde el plegamiento incorrecto, agregacién y precipitacion de proteinas
parecen estar directamente relacionados con la neurotoxicidad. Ademas, la mayor
prevalencia de estas enfermedades en personas diabéticas aunado con la aparicion de
AGEs en agregados de proteinas sugiere que la glicacion es un factor importante en su

desarrollo (Salazar Osorio, 2019).

Entre los principales factores de riesgo asociados al desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas incluyen una dieta no saludable, el sedentarismo, el consumo del
tabaco y la ingesta de alcohol. Diversos estudios han mostrado que el desarrollo de al
menos algunas ENT se han asociado a la excesiva acumulacion o formacion de AGEs o
la interaccion de AGEs a su receptor (RAGE). En este contexto, el disefio de estrategias
dirigidas a reducir la acumulacion de AGEs representa una posible via terapéutica para
prevenir o retardar la manifestacién de complicaciones en ENT (Rochin-Hernandez et al.,
2022).

2.3Formacion de AGEs

Los productos finales de glicacion avanzada (AGEs) son un grupo heterogéneo de
moléculas cuya formacion suele involucrar reacciones no enzimaticas de azucares con
proteinas por medio de la reaccién de Maillard. La formacion de AGEs enddgenos
comienza con la reaccion del grupo carbonilo de un azucar reductor con un grupo amino
de proteinas (sobre todo aquellas con lisina o arginina) para formar bases de Schiff, el
reordenamiento de estas bases conduce a la formacion de cetoaminas mas estables

conocidas como productos Amadori (Rochin-Hernandez et al., 2022).

En la Figura 1 se muestra la secuencia no enzimatica de reaccion que conduce al
entrecruzamiento de proteinas, en donde la glucosa reacciona con grupos amino de una
proteina para formar un aducto de base de Schiff quimicamente reversible, que se
reordena para convertirse en compuestos mas estables, productos Amadori. Esta via trae
una serie de reacciones con grupos amino de otras proteinas para formar derivados de

glucosa intermolecularmente entrecruzados (Brownlee et al., 1986).
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Figura 1. Representacion del
proceso no enzimatico de glicacion: la
glucosa reacciona con grupos amino de
proteinas formando una base de Schiff,
que posteriormente se convierte en un
producto de Amadori. Este puede
progresar hacia la formacién de AGEs y
promover enlaces cruzados entre
proteinas. Se ilustra también la inhibicién
temprana de la glicacibn mediante
aminoguanidina, que evita la formacion
de AGEs. Modificado de Brownlee et al.
(1986).

Los AGEs tienen la capacidad de
entrecruzarse de forma irreversible para
formar proteinas agregadas heterogéneas
e insolubles, lo cual tiene profundos efectos
en la estructura y funcion de proteinas.
Estas proteinas agregadas conducen al
desarrollo de numerosas complicaciones
asociadas con la diabetes
Garcia et al., 2017).

(Gutiérrez-

Zeng et al. (2019) plantean que los
AGEs son de gran interés debido a los
efectos en los seres humanos, ya que
contribuyen a deteriorar la salud a través de
la disrupcion de las funciones hormonales
en el cuerpo humano y participando en las
enfermedades relacionadas con la edad,
ENT y

inflamatorias. La acumulacion de AGEs se

envejecimiento, cronico

encuentra asociada al desarrollo de diferentes enfermedades humanas.

La formacién de AGEs enddgenos (Figura 3) se da generalmente en tres fases; la

fase temprana, involucra la reaccion de Maillard entre azucares y proteinas que termina

con la formacion de productos Amadori; fase de propagacion genera compuestos a-

dicarbonilo (metilglioxal, glioxal y 3-desoxiglucosona); en la fase final, emergen una gran
variedad de AGEs (Rochin-Hernandez et al., 2022).
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Figura 2. Esquema de la formacion endégena de AGEs en el organismo. La
glicacion inicia con la reaccion de azucares reductores con proteinas para formar una
base de Schiff, que progresa al producto de Amadori (fase temprana). Posteriormente se
generan compuestos dicarbonilos que participan en reacciones de glicoxidacion durante
la fase de propagacion. Finalmente, estos intermediarios originan AGEs estables, como
N-carboximetillisina (CML), N-[2-[(5-amino-5-carboxipentil) amino]-2-oxoetil]-lisina
(GOLA), dimeros de lisina derivado de 3-desoxiglucosona (DOLD), enlace cruzado de
imidazolio derivado de 3-desoxiglucosona (DODIC), hidroimidazolona 1 derivada de 3-
desoxiglucosona (3DG-H1), N-carboxietil-lisina (CEL), dimeros de lisina derivado de
metilglioxal (MOLD), N-carboxietil-arginina (CEA), hidroimidazolona 1 derivada de
metilglioxal (MG-H1), hidroimidazolona 3 derivada de metilglioxal (MG-H3),
tetrahidropirimidina (THP), dimeros de lisina derivado de glioxal (GOLD), enlaces
cruzados de imidazolio derivados de glioxal (GODIC), carboximetil-cisteina (CMC), N-
carboximetil-arginina (CMA) e hidroimidazolona 1 derivada de glioxal (G-H1). Modificado
de Rochin-Hernandez et al. (2022).

2.4Glicacion de proteinas

La glicacion de biomacromoléculas es una reaccion no enzimatica entre azucares
reductores, como glucosa, y grupos amino presentes en proteinas, lipidos o acidos
nucleicos. Este proceso constituye una de las principales modificaciones
postraduccionales de relevancia fisiopatologica, especialmente bajo condiciones de
hiperglucemia o estrés oxidativo. Ademas, las proteinas y el ADN modificados pueden
oxidarse o condensarse, no enzimaticamente, para generar AGEs en condiciones

fisiologicas y patoldgicas (Zeng et al., 2019).
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Los AGEs son compuestos heterogéneos capaces de alterar la estructura y funcién
de las biomoléculas mediante la formacién de enlaces cruzados intermoleculares y la
generacion de estrés oxidativo. Las proteinas glicadas presentan una mayor tendencia a
formar estos enlaces cruzados, lo que afecta su estabilidad, funcionalidad y vida media
celular. Todo esto trae como consecuencia la acumulacion de AGEs en distintos tejidos.
Esta formacion de AGEs implica reacciones de deshidratacion, condensacién ciclica,
enlaces cruzados intermoleculares y oxidacién de radicales libres de oxigeno (Salazar
Osorio, 2019).

Entender las diferencias entre glicacion exdégena y enddgena es esencial para
comprender como los AGEs contribuyen al desarrollo de enfermedades crénicas. La
Figura 3 muestra las caracteristicas distintivas de ambos procesos y su relacién con el

dafo celular y tisular,

Reaccién de glicacion de productos
(reaccién de Maillard) que se producen a
partir del procesamiento a altas
temperaturas de la comida

Exogenas

4

Se agudizan durante el envejecimiento,
éstres oxidativo, hiperglucemia,
hipertencion y enfermedades renales
cronicas.

icacion

o]

Endoégenas

@
©
0
o
c
Q
O
O
S
D
Y

Algunos identificados desde el plasma
humano, hemodialialisis y en otros
tejidos/érganos

Figura 3. Diferencias entre glicacion exdgena y enddgena y su impacto en la
generacion de AGEs. Las fuentes exdgenas provienen principalmente de alimentos
procesados térmicamente, mientras que las fuentes enddégenas derivan de reacciones no
enzimaticas en tejidos y fluidos corporales. Basada en Zeng et al. (2019).
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2.5Reaccion de Maillard

La reaccion de Maillard o pardeamiento no enzimatico, debido a su capacidad para
modificar la coloracién, fue descrita por primera vez por Louis Maillard en 1912, al estudiar
la sintesis de proteinas, observd que ciertas aminas y azucares reductores reaccionaban
entre si produciendo una coloracion marrén. La presencia de un grupo aldehido o cetona
en una molécula de carbohidrato (monosacaridos, algunos disacaridos, oligosacaridos y

polisacaridos) lo convierte en un azucar reductor (Gémez Vazquez, 2020).

La reaccion de Maillard es compleja y sucede entre los azucares reductores, de
forma particular entre el grupo carbonilo del azucar y un grupo amino de aminoacidos
presentes en las proteinas durante el procesamiento y almacenamiento de alimentos. La
reaccion entre azucares y proteinas da lugar a la formacién de bases de Schiff, que a
posteriori se reordenan en productos Amadori, esto conlleva a la formacion de AGEs
(Gémez Vazquez, 2020).

Esta reaccién se divide en dos fases: en la etapa temprana, el reordenamiento de
los productos Amadori es via 1,2-eminal después de la formacion de la base Schiff entre
un grupo amino de la proteina y un grupo aldehido del azucar reductor. La fase tardia
involucra los procesos de reaccion de oxidacion, deshidrogenacion y condensacion,
seguida por la formacion de proteinas fluorescentes que contienen AGEs y proteinas

entrecruzadas intra/intermolecularmente (Matsuura et al., 2002).
2.6 Actividad antiglicaciéon

Los radicales libres son sustancias quimicas que contienen uno o0 mas electrones
desapareados, lo que les confiere una alta reactividad e inestabilidad. Su formacion
puede incrementarse por la exposicion a contaminantes ambientales, radiacion, humo de
tabaco y diversos solventes industriales. El exceso de radicales libres contribuye al estrés
oxidativo, un proceso asociado con el desarrollo de multiples enfermedades croénicas,
como diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares y enfermedades

neurodegenerativas (Leandro Felipe, 2019).

Las estrategias antiglicacion, tienen el objetivo de intervenir en distintos puntos del

proceso de formacion de AGEs. Entre estas estrategias se incluyen:
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¢ Inhibidores de AGEs: Compuestos capaces de bloquear la formacién de
AGEs o neutralizar los precursores dicarbonillos altamente reactivos.

¢ Rompedores de entrecruzamientos: Moléculas disefiadas para escindir los
enlaces cruzados formados entre proteinas glicadas, restaurando parcialmente
su estructura y funcién.

e Antagonistas del RAGE: Sustancias que interfieren con la union de los AGEs
a su receptor (RAGE) y reduciendo la sefializacién proinflamatoria asociada a
enfermedades cronicas (Zeng et al. 2019).

e Agentes antioxidantes: Medicamentos o compuestos que reducen el estrés
oxidativo, un proceso que favorece la glicoxidacion y acelera la produccion de
AGEs.

Existen diversas formas para evaluar la inhibicion de AGEs en sus diferentes
etapas, entre ellas los ensayos de NBT (Cloruro de nitroazul tetrazolio) propuesto por
Johnson et al. (1983) evalua la inhibicion de la formacién de fructosamina que se genera
en la etapa inicial de la glicacion; el ensayo de BSA-ribosa Séro et al. (2013) y BSA-
glucosa (Brownlee et al., 1986) que evaluan la inhibicion de la formacion de AGEs

fluorescentes en la etapa final.
2.7 Ensayos NBT

Este método fue desarrollado por Johnson et al. (1983) con el fin de medir la
glicosilproteina sérica como indice de control de la diabetes. Esta prueba se basa en la
capacidad de las cetoaminas, también conocidas como fructosaminas, para comportarse

como agentes reductores en una solucion alcalina.

En este procedimiento colorimétrico, la mezcla de reaccidon contiene albumina
purificada (BSA a 10 mg/mL), solucién de glucosa (500 mM) y el extracto a evaluar (1
mg/mL). La mezcla se incuba a 37°C durante 7 dias para determinar la formacion de los
productos de Amadori. Transcurridos los 7 dias se realiza el ensayo conocido como NBT
a una concentracion de 0.5 mM, solucion amortiguadora de carbonato sodico 0.1 M a pH
10.35, el cual se deja reaccionar durante 15 minutos y se mide su absorbancia a 530 nm
(Johnson et al., 1983).
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La cuantificacion del porcentaje (%) de inhibicion de reduccion de NBT se realiza
utilizando una ecuacion que mantiene el mismo principio de calculo que la Ecuacion (1),

ver abajo.

2.8Ensayo BSA-ribosa

Se llevé a cabo como lo describe n la propuesta de Séro et al. (2013). Albumina
sérica bovina a 10 mg/mL se hace reaccionar con ribosa a 0.5M en solucion salina
amortiguadora con fosfato (PBS) con azida de sodio al 0.02% a pH 7.4 durante 24 horas
a una temperatura de 37°C a 120 revoluciones por minuto (rpm). La fluorescencia se
determina a 370nm de excitaciéon y 440 nm de emisién para evaluar AGEs tipo
vesperlisinas (o0 AGEs generales) y a 335nm de excitacion y 385 nm de emision para
AGEs tipo pentosidinas. El porcentaje de inhibicién de la formacion de AGEs (%IFA) se
calcula con la Ecuacion (1), considerando las lecturas de fluorescencia.

(Cn—B)—(X-Xp)

WIFA = 22

x 100 (1)

Donde:

Cn: Control negativo, representa el 100% de formacion de AGEs. Contiene: BSA
en PBS, Ribosa, PBS y DMSO como solvente. Su fluorescencia corresponde al maximo
nivel de glicacion sin inhibidor.

B: Blanco de la BSA, contiene unicamente BSA en PBS vy el solvente en DMSO.
Su fluorescencia se resta del Cn con el fin de cuantificar la sefal atribuible a la glicacién

producida por ribosa.

X: Muestra con extracto, mezcla de reaccién que contiene el extracto en DMSO,

BSA, Ribosa, PBS. Representa la muestra en presencia del posible inhibidor.

Xb: Blanco del extracto, contiene el extracto en DMSO, BSA y PBS, pero sin
ribosa. Su valor se resta de X para eliminar cualquier sefal fluorescente del extracto y

evaluar la inhibicién de la glicacion.

Aunado a esto, se incluyen controles del extracto, considerados unicamente con

fines informativos, ya que no se emplean en los calculos (Séro et al., 2013):
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e X,: Control del extracto con ribosa (extracto en DMSO mas ribosa en PBS).
Permite identificar si algun compuesto del extracto reacciona directamente con
la ribosa e interferir en la lectura.

e Xx: Control del extracto en DMSO (extracto en DMSO y PBS). Se utiliza para
evaluar la presencia de compuestos fluorescentes en el extracto que pudieran
interferir en las lecturas.

e C+: Control positivo, contiene a 10mM de aminoguanidina en DMSO, BSA en
PBS y ribosa en PBS. Se utiliza como referencia de inhibicién conocida para

evaluar el ensayo.

Esta prueba rapida es eficaz para determinar si el extracto producido por plantas
y hongos contiene compuestos que inhiben la formacién de AGEs. Mediante dos lecturas
de fluorescencia, se pueden determinar AGEs tipo vesperlisina y AGEs tipo pentosidina,
respectivamente, esperando que la actividad en ambos tipos de AGEs arrojen un
porcentaje similar de inhibicion, ya que ambos tipos se originan a partir de intermediarios
y rutas de glicacién comunes, por lo que un mismo compuesto inhibidor suele afectar de

forma equivalente su formacion (Séro et al., 2013).

2.9Ensayo BSA-glucosa

Es una prueba para poder caracterizar la actividad de antiglicacion en compuestos
identificados previamente, llamado ensayo de glucosa en albumina sérica bovina (BSA)

la cual mide la formacion de AGEs (Gutiérrez-Garcia et al., 2017).

En el trabajo de Gémez Vazquez (2020) se describe que los AGEs resultan toxicos
para el pancreas, lo que da lugar a defectos progresivos en la secrecion de insulina. Es
posible comparar los niveles de insulina en un ensayo control respecto a un ensayo
provisto de AGES.

La prueba propuesta se llevd a cabo de acuerdo a Brownlee et al. (1986).
Brevemente, albumina (BSA a 10 mg/mL) se incuba en presencia de glucosa (500 mM)
en PBS y el extracto a evaluar (1 mg/mL) disuelto en DMSO a un pH de 7.4 a 37°C

durante un periodo de 15 dias. Para determinar %IFA se usa la ecuacion 1.
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210 Compuestos que inhiben la formacién de AGEs

La aminoguanidina es un compuesto hidrolizado nucleofilico identificado por
Brownlee et al. en 1986 como un inhibidor de la formacion de AGEs. El compuesto inhibe
la produccién de AGEs fluorescentes y la formacion de la glucosa derivada en el
entrecruzamiento de colageno in vitro, ademas previene la formacién de varios péptidos

modificados en un rango de peso molecular de 30 a 50 kb.

El diacetilfloroglucinol (DAPG), una biomolécula producida por bacterias del
género Pseudomonas, constituye un compuesto de interés farmacoldgico debido a sus
propiedades bioactivas. Los floroglucinoles y los acidos cinamicos, ambos metabolitos
fendlicos de origen natural, han demostrado que son capaces de inhibir la formacion de
AGEs. Por su capacidad para prevenir procesos de glicacion asociados a diversas
enfermedades cronicas, estos compuestos representan una alternativa prometedora para
el disefo de estrategias terapéuticas dirigidas a reducir el impacto fisiopatoldgico de los
AGEs (Gutiérrez-Garcia et al., 2017).

Gutiérrez-Garcia et al. (2017) reportaron que extractos de Piper auritum tienen una
notable capacidad para inhibir la formacion de AGEs (ver Tabla 1). Esta actividad se ha
asociado con un efecto inhibitorio significativo sobre la glicacién de proteinas in vitro, lo
cual contribuye a la reduccion tanto de la formacién de AGEs como de los niveles de
hemoglobina glicosilada en modelos de ratas diabéticas. Asimismo, los autores aislaron
DNA gendmico de nueve enddfitos con actividad antiglicante, correspondientes a seis

cepas de Pseudomonas protegens y tres de Pseudomonas fulva.

Tabla 1. Fracciones obtenidas de Pseudomonas endodfitas con actividad
antiglicante y sus caracteristicas relevantes de acuerdo con Gutiérrez-Garcia et al.
(2017).

Fracciones Descripcion y caracteristicas relevantes.

Extractos crudos de P.
protegens de las cepas
PA12 (7.4 g) y PA26 (5.3 g)

Fracciones de PA12- Obtenidos después del quinto fraccionamiento mostraron
22221y PA26-2.2.2.21 una actividad de antiglicacién similar.

Mostraron mayor actividad antiglicacion que el control
positivo (aminoguanidina).
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PA12-2.2.2.2.2

Después de la tercera faccion extractos de PA12
indicaron la presencia del acido 5-hidroxiferulico, una
estructura isomérica del DAPG.

Demostré tener una actividad inhibidora similar al control
positivo.

Consiste en la mezcla de cuatro acidos grasos: acido cis-
9-hexadecenoico, acido n-hexadecanoico, acido cis-

vacénico y acido cis-10-heptadecenoico

Zeng et al., (2019) recopilaron ensayos clinicos aleatorios enfocados en modular

el eje AGE-RAGE mediante diferentes intervenciones farmacoldgicas y nutraceuticas.

Estos estudios evaluaron la capacidad de diversos compuestos para inhibir la formacion

de AGEs, bloquear su interacciéon con RAGE o reducir los efectos fisiopatologicos

asociados a esta via (Tabla 2).

Tabla 2. Ensayos clinicos aleatorios dirigidos modular el eje AGE-RAGE mediante
inhibidores de AGEs o compuestos con mecanismos de accion relacionados. La tabla
resume las distintas intervenciones clinicas, detallando duracién del tratamiento, el
diseno experimental, la fase del ensayo, las caracteristicas de los sujetos principales, el
mecanismo de accion propuesto para cada intervencion y los resultados primarios
obtenidos (Zeng et al., 2019)

Duracion Disefio Fase
Intervencio- del de Caracteristi- Mecanismo Resultados
nes tratamien- estudio €Nsayo cas del sujeto de accion primarios
to clinico

Dosis inicial de La atorvastatina
atorvastatina: redujo ANGPTL2
20 Vv N | . Infarto agLIdO Inhibidor d y AgES y puede
dOSirSm |gram%se, 30 dias RCT I de miocardio " 'IA\(I;EO; ® fener  efectos
mantenimiento: (n=190) cardioprotectores
10 mg/dia
Epicatequina} Aparentemente La quercetina,
(100 mg/d|a), RCT adultos sanos N pero no la
quercetina  3- 4 Inhibidor de  epicatequina,

uedsido (160 doble | (pre) AGE o |
SrJnuj:c(i)l'sal)o ( semanss ciego hipertensos ° :T?e’:#olioxal °

° (n=237) séricg.
Hidroxitirosol Nifios con N H_idro?<itirosol y
(7,5 mg/dia) y RCT EHGNA Inhibidor de  vitamina E reqUJo
vita/rgjn)a E (10 4meses  doble | comprobada Q‘Scfg,s ?SESﬁilgthsema;
mg/dia i or biopsia

J clego P B P antioxidantes proteinas S-

(n=280) nitrosiladas
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Leandro Felipe (2019) obtuvo un extracto de metanol de las semillas de Cucurbita
argyrosperma con propiedades antioxidantes y capacidad antiglicante sobre la proteina
BSA, alcanzando porcentajes de inhibicion del 33.33% al 55.05%. posteriormente, se
identificd y caracterizé un polisacarido (PLS) presente en dichas semillas, concluyendo
que las semillas son una fuente natural de antioxidantes y con potencial para contribuir

al manejo de diversos padecimientos asociados al estrés oxidativo y la glicacion.

211 Hongos endoéfitos como fuentes potenciales de compuestos

bioactivos

De acuerdo con Rochin-Hernandez et al. (2022), los organismos enddfitos abarcan
principalmente hongos y bacterias, aunque también pueden incluir arqueas y protistas
que habitan en los tejidos y 6rganos internos de las plantas (hojas, tallos, flores, frutos,
semillas o raices) sin causar sintomas evidentes de enfermedad en sus plantas
hospederas. Generalmente, estos microorganismos mantienen una relacion benéfica o
neutra con su huésped, sin embargo, bajo ciertas circunstancias, algunos podrian
convertirse en patdgenos oportunistas, dependiendo de: la planta, genotipo microbiano,

deteccion de quérum, microbiota asociada y condiciones ambientales.

En particular, los hongos enddfitos constituyen un apoyo relevante debido a su
capacidad para promover el crecimiento vegetal y mejorar la tolerancia de las plantas
frente a varios tipos de estrés (sequia, salinidad, altas temperaturas, toxicidad por
metales pesados y estrés oxidativo). Aunado a esto, pueden ser antagdnicos contra
insectos plaga, hongos fitopatdgenos y nematodos. Adicionalmente, los estos
microorganismos representan una fuente abundante de metabolitos secundarios con
eventual aplicacibn como antimicrobianos, antifungicos, antivirales, antiparasitos,

antioxidantes, antinflamatorios y anticancerigenos (Sanchez Rangel et al., 2022).
2.11.1 Taxus Globosa

Taxus Globosa también conocido como tejo mexicano, es una conifera
perteneciente a la familia Taxaceae. Su distribucion se localiza ocasionalmente en los
estados mexicanos de Nuevo Ledén y Tamaulipas, a lo largo de la cuenca del Golfo de
México, extendiéndose hacia el eje Neovolcanico y alcanzando regiones de Honduras.
Esta especia ha sido registrada en una de las areas naturales protegidas mas importantes
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de México, la Reserva de la Biosfera Sierra Gorda (RSGB), y se considera amenazada,

siendo protegido por la legislacion ambiental mexicana (Soca-Chafre et al., 2011).

El tejo mexicano, incluido en la NOM-059-SEMARNAT-2010, es un arbol de porte
pequefo y crecimiento lento, suele medir entre 6 y 10 metros de altura y con diametros
que pueden variar desde 40 cm, hasta mas de un metro en individuos maduros. Esta
especie produce taxol, una sustancia que ha demostrado utilidad en el tratamiento de
varios tipos de cancer, incluido el cancer de cuello uterino y de mama (Giraldo et al.,
2019).

2.11.2 Graphostroma sp.
2.11.2.1 Graphostroma sp. SGSGf22

La cepa SGSGf22 de Graphostroma sp., fue aislada a partir de muestras de follaje
de un ejemplar sano de Taxus globosa, ubicado en la Sierra Gorda del estado de
Querétaro. En trabajos anteriores se determiné que algunos hongos enddfitos de T.
Globosa presentaban actividad antiproliferativa en células HeLa de cancer cervicouterino,
siendo el hongo Graphostroma sp. SGSGf22 uno de ellos (Soca-Chafre et al., 2011).
Ademas, se ha encontrado que algunas fracciones, obtenidas por cromatografia, del
extracto crudo del cultivo de Graphostroma sp. SGSGf22, inhiben la glicacion de

proteinas cuando se usa el ensayo BSA-ribosa (Lopez Betancourt, 2023).
2.11.2.2 Graphostroma sp. MCCC 3A00421

Graphostroma sp. MCCC 3A00421 es un hongo recuperado de aguas profundas
en un deposito hidrotermal sulfuroso del océano Atlantico a 2721 m de profundidad (Niu
et al., 2019). Estos autores, prepararon un extracto obtenido con acetato de etilo (AcOET)
a partir de los cultivos del hongo y obtuvieron 24 sesquiterpenoides y 28 policétidos
aromaticos. De forma subsecuente, se realiz6 una separacion cromatografica a los
componentes menores, trayendo consigo el aislamiento de 11 nuevos policétidos

encadenados como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Estructuras quimicas de la 1-11 aisladas de Graphostroma sp. MCCC
3A00421. 1. (10R)-xilariterpenoide B, 2. (10S)-xilariterpenoide A, 3. xilariterpenoide E, 4.
xilariterpenoide F, 5. xilariterpenoide G, 6. khusinol B, 7. khusinol C, 8. khusinol D, 9.
khusinol E, 10. graphostromabisabol A y 11. graphostromabisabol B. Modificado de Niu
et al. (2019).

Niu et al. (2017) explican que Graphostroma sp. MCCC 3A00421, al ser un hongo
derivado de aguas profundas, es un microorganismo que ha crecido con niveles altos de
salinidad y presidon, con bajos niveles de oxigeno y ausencia de luz. Este hongo ha
desarrollado vias metabdlicas esenciales para su supervivencia, produciendo metabolitos
secundarios unicos, los cuales se potencialmente farmacoldgicos, entre ellos, Kushinol B
(6) mostré actividades antiinflamatorias (ICso= 150 yM) y antialérgicas (ICso= 17 yM), con

respecto al control, aminoguanidina (ICso= 23 uM).

Por otro lado, Niu et al. (2018) demostraron que los metabolitos producidos por
Graphostroma sp. MCCC 3A00421 inhiben la produccién de éxido nitrico (NO) inducida
por lipopolisacarido (LPS) en macrofagos RAW 264.7. Entre los compuestos evaluados,
el graphostromane F (6) destaco por su notable actividad inhibidora, con 1Cs, 14.2 uM,

superior al observado para la aminoguanidina, con ICs, 23.4 uM.

De manera complementaria, Niu Liu et al. (2018) aislaron nueve nuevos policétidos
y diecinueve previamente descritos en especies del mismo género, los cuales mostraron
una elevada actividad antialérgica en células RBL-2H3. Entre ellos, el graphostrin A (1)
fue identificado como un policétido clorado con una oxidacién inusual, mientras que
reticuol (10) exhibié un efecto significativamente superior en alergias alimentarias, con

ICs0 13.5 uM, en comparacion con el control positivo loratadina (ICso = 91.6 uM).
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212 Compuestos bioactivos reportados en Graphostroma sp.

Como se ha mencionado anteriormente, Graphostroma sp. MCCC 3A00421 ha
demostrado ser un productor prolifero de metabolitos secundarios, algunos conocidos
como graphostrin A— |, graphostrolmols A-K, estos compuestos han mostrado efectos

contra la alergia alimentaria y antiinflamatoria (Wilson & Brimble, 2021).

Tabla 3. Algunos compuestos producidos por Graphostroma sp. MCCC 3A00421
(Wilson & Brimble, 2021).

Compuesto Descripcion y caracteristicas relevantes.

Graphostrin A Policétido clorado

Esqueleto de Primera vez que este esqueleto fue aislado de la naturaleza.
2,2,10,10-

tetrametildodecano Evaluada su citotoxicidad frente a lineas celulares Hela
(Cancer Cervicouterino), Eca-109 (Cancer de Esoéfago), Biu-
87 (Cancer de Vejiga), Bel-7402 (Cancer de Higado) y PANC-
1 (Cancer de pancreas), sin citotoxicidad observada.

(1OS)-x1Lar|1t8rSpen0|de Actividad antialérgica alimentaria y antiinflamatoria

(10R)-xilariterpenoide Aislados previamente xilariterpenoides Ay B

B, 10R
Xilariterpenoides E-D  Identificados xilariterpenoides E-G

Khusinol B-E Cuatro metabolitos secundarios con una estructura similar.

khusinol B demostré una actividad antialérgica débil (ICs50=150
MM) y una potente actividad antiinflamatoria (IC50=17 uM)

khusinol C solo difiere de B por un grupo hidroxilo mostré una
actividad antiinflamatoria baja (IC50=140 uM)

Graphostpr\oyms bisabols Dos nuevos compuestos identificados

Graphostromanes A-l  Aislados nueve nuevos guaianes (esqueleto de biciclo [5.3.0]
decano), junto con otros cuatro guaianes conocidos. Es el
primer reporte de guaianes de un microorganismo marino.

Graphostromanes D (IC50=72.9 uM) e | (IC5=79.1 uM)
mostraron una actividad antiinflamatoria baja,
graphostromane F demostré6 una actividad antiinflamatoria
prometedora (ICs0=14.2 yM)
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2.13 Técnicas de separacion usadas para busqueda de compuestos

Leandro Felipe (2019) describe que el botanico ruso Milkhail Tswett invento la
cromatografia haciendo uso de esta técnica para la separacion de algunos pigmentos de
plantas clorofilas y xantofilas. Esta técnica se caracteriza por poseer dos fases una fase
estacionaria, la cual se encuentra fija en una columna o superficie plana; y una fase mavil,
dicha fase se desplaza a través de la fase estacionaria, acarreando uno o varios analitos

de una mezcla.

La cromatografia en columna es un método en el que se emplea un eluente para
llevar a cabo la separacion de los componentes de una mezcla, dependiendo de la
polaridad de los compuestos y del efluente. La columna, ya sea de vidrio o plastico, se
empaca con silica gel, conocida también como fase estacionaria, mientras que la fase
movil ocupa los espacios entre las particulas del empaque. Al principio, la muestra es
depositada por la parte superior de la columna, a posteriori, por medio de adiciones
repetidas de solvente, los componentes de la mezcla son forzados a pasar por la columna
(Leandro Felipe, 2019).

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés High-
Performance Liquid Chromatography) se usa comunmente para separar los componentes
de una mezcla en funcién de diferentes tipos de interacciones quimicas entre el analito y
la fase estacionaria mediante el bombeo de |la fase mévil a través de la columna. El tiempo
de retencion de cada componente de la muestra varia dependiendo de su naturaleza,
composicién de la fase estacionaria y de la fase movil. El tiempo de retencion se
considerada una propiedad caracteristica de cada compuesto bajo determinadas

condiciones (Guzman Villanueva, 2022).

En contraste con la cromatografia en columna de vidrio, la cromatografia liquida
de alta resolucion es una técnica analitica ampliamente empleada para la cuantificacion
de compuestos en diversas matrices. Este método se basa en la separacion
cromatografica de los analitos mediante un sistema de fase liquida acoplado a un

detector. La técnica se distingue por su elevada sensibilidad, excelente linealidad,
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precision, reproducibilidad y versatilidad, lo que permite su aplicacion en la identificacion

y cuantificacién de multiples compuestos (Araya et al., 2024).

3. JUSTIFICACION

La prevalencia de enfermedades no transmisibles, como la diabetes,
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, se han incrementado y se estima
que siga aumentando de forma significativa en las ultimas décadas, representando una
carga considerable para la salud publica. Se ha encontrado que muchas de estas
enfermedades estan relacionadas con la glicacién anormal de proteinas, lo que, a su vez,
conduce a la acumulacién excesiva de AGEs. En este contexto, la identificaciéon de
agentes con actividad antiglicante resulta fundamental para el desarrollo de estrategias

terapéuticas mas eficaces.

Los hongos endodfitos son una rica fuente potencial de compuestos de interés
farmacéutico. Sin embargo, la gran mayoria ellos han sido poco estudiados. Por otro lado
se sabe que algunos hongos del género Graphostroma sp. Son capaces de sintetizar
compuestos con potencial uso para el tratamiento de diversas enfermedades.
Particularmente, en estudios preliminares, se ha observado que los extractos
semipurificados obtenidos de cultivos de Graphostroma sp. SGSGf22, enddfito de Taxus
globosa, inhiben la formacién de AGEs, lo que los convierte en un sujeto de estudio
prometedor como fuente de compuestos con uso potencial en el tratamiento de

enfermedades no transmisibles (Lépez Betancourt, 2023).

Aunado a esto, la busqueda de compuestos con actividad antiglicante producidos
por hongos, como los del género Graphostroma sp., adquiere relevancia biotecnologia
debido a su potencial aplicacion en distintos ambitos. El aislamiento y caracterizacién de
metabolitos bioactivos a partir de estos microorganismos podrian permitir, en futuro, su
produccion a gran escala mediante procesos fermentativos controlados, facilitando su
eventual comercializacién e incorporacién en estrategias terapéuticas para el tratamiento
de enfermedades relacionadas con la formacion de AGEs. Esto representa una
oportunidad significativa para el desarrollo de nuevas terapias y productos innovadores
en los campos de la medicina, la salud y la biotecnologia.
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En el presente trabajo, fracciones semipurificadas obtenidas por cromatografia a
partir de extractos de Graphostroma sp., se evaluaron para determinar su capacidad para
inhibir la glicacién de proteinas en la etapa inicial (ensayo NBT) y en la etapa final (BSA-
ribosa y BSA-glucosa). Ademas, se realiz6 una revision bibliografica con el fin de
proponer posibles compuestos responsables de la inhibicion de AGEs.

4. HIPOTESIS

Algunas fracciones semipurificadas del extracto crudo del cultivo de Graphostroma

sp. SGSGf22 inhiben la formacion de AGEs tanto en su fase inicial como final.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Obtener una fraccion semipurificada del extracto crudo del cultivo de

Graphostroma sp. SGSGf22, que inhiba la reaccién de la formacion de AGEs.
5.20bjetivos especificos

e Evaluar 55 fracciones semipurificadas respecto a su capacidad para inhibir la
formacion de AGEs fluorescentes usando los ensayos BSA-ribosa y BSA-
glucosa.

e Evaluar las 55 fracciones semipurificadas respecto a su capacidad para inhibir
la formacion de fructosamina utilizando el ensayo de NBT.

e Comparar la capacidad anti AGEs de las diferentes fracciones semipurificadas.

e \Verificar la pureza de las fracciones semipurificadas con actividad anti AGEs
empleando cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

6. METODOLOGIA

6.1 Metodologia para el analisis de la actividad antiglicaciéon de las 55 fracciones
semipurificadas, derivadas del extracto crudo del hongo Graphostroma sp.
SGSGf22

La metodologia empleada en este estudio comprendié una serie de etapas
secuenciales disenadas para identificar las fracciones semipurificadas con capacidad de
inhibir AGEs a partir del extracto crudo de Graphostroma sp. SGSGf22. Este proceso
integro la seleccion inicial de fracciones, la evaluacion de su actividad inhibidora mediante
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ensayos BSA-ribosa, BSA-glucosa y NBT, asi como el analisis de pureza por HPLC y la
revision bibliografica para la posible identificacion de compuestos bioactivos. La Figura 5
resume de manera esquematica el flujo de trabajo empleado para el analisis de las 55

fracciones semipurificadas obtenidas.

\/
%

Figura 5. Esquema general de la metodologia utilizada para el analisis de las 55
fracciones semipurificadas derivadas del extracto del hongo Graphostroma sp. SGSGf22.

6.2 Obtencion de las fracciones semipurificadas

Las fracciones semipurificadas fueron obtenidas previamente por Lopez
Betancourt (2023), quién reactivd de un vial de conservacion de la cepa Graphostroma
sp. SGSGf22, la cultivd en medio PDA y CZAPECK-DOX BROTH, prepard un extracto
crudo y, por cromatografia, obtuvo las fracciones. En la Figura 6 se resume el proceso y

condiciones para obtener dichas fracciones.
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*1 vial
conservado
(agua
destilada
estéril 5°C)

*Cultivo en 5
cajas Petri en
PDA a 22°C
(10 dias)

1. Reactivacion

*Filtracion de
micelio y
*Sobrenadante
(mezcla con
3.75L de AcEt
por 50 min
*Separacion de
fase organica
*Repetir 2 veces

5. Extraccién

2. Preinéculo

*Resembrado
en 12 cajas
Petri en PDA
a 22°C(8-10
dias)

6. Evaporacion

*Rotavapor a
245 mbar, 50

rpm a 37°C

*De PDA a
CZAPECK-DOX
BROTH

*Paso 1. En 12
matraces
Erlenmeyer de
125 mL (22 mL
a 120 rpm por
3 dias a 22°C)

*Paso 2. 40
matraces
Erlenmeyer de
250 mL (46 mL
120 rpm por 3
dias a 22°C)

3. Obtencién
de in6culo

*4 viales con
corriente de
N2

*EC seco a -
20°C

7. Secado

4. Cultivo
masivo

*4 |otes en
garrafén Pyrex
20L

*15L a 5L/min
21 dias* a
22°C

8. Purificacion

*Mediante CC
con 2
solventes
(Hexano y
AcEt)
empacada
con silice gel

Figura 6. Procedimiento para obtener las fracciones semipurificadas. Realizado
por Lopez Betancourt (2023).

6.3 Seleccion de las fracciones semipurificadas

Se utilizaron 55 fracciones semipurificadas obtenidas por Lopez Betancourt (2023)
mediante columna en cromatografica (CC). Estas fracciones derivaron del extracto crudo
producido a partir de 4 lotes de cultivo masivo del hongo. Las condiciones especificas de

cada lote y numero de fracciones semipurificadas obtenidas se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Condiciones de los 4 lotes de cultivo (masivo) del hongo Graphostroma
sp. SGSGF22, y resultados obtenidos (rendimiento, numero de fracciones obtenidas por
CC. Datos tomados del trabajo de Lopez Betancourt (2023)

Variable Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Temperatura (°C) 22 22 22 22
Agitacion Estatico Estatico Estatico Estatico
Flujo de aire 5 L/min 5 L/min 5 L/min 0 L/min
Tiempo (dias) 11 21 14 20
Peso de extracto crudo (g) 4.121 3.607 1.971 0.487
Rendimiento de extracto crudo(g/L) 0.27 0.24 0.13 0.03
Fracciones purificadas primarias 33 32 36 33
Fracciones purificadas secundarias 14 14 14 13

Las fracciones semipurificadas se nombraron de manera que se ejemplifique el

origen de la misma. Ver ejemplo de la Figura 7.

MNumero de lote al que 1 E 6 Orden en que se obtuvieron
pertenece la fraccidn las fracciones semipurificadas

Fraccién secundana

Figura 7. Ejemplo de la forma en la que se nombraron las fracciones
semipurificadas. El No. 2 significa que es una fraccion secundaria, también llamada
fraccion semipurificada. El No. 6 es el orden en el que se obtuvieron las fracciones
semipurificadas.

Originalmente, no se tenian datos del peso exacto de las fracciones
semipurificadas 1.2.13 y 2.2.13, ya que de acuerdo con Lépez Betancourt (2023), estas
fracciones se precipitaron y no se registraron los datos de peso, quedando de cada
fraccion un precipitado (P) y un sobrenadante (S). Para poder estimar el peso de las
fracciones 1.2.13 y 2.2.13, cada una por separado se disolvié en una solucién con 50%

de metanol/ 50% de acetato de etilo. Las soluciones obtenidas se vaciaron a viales
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previamente pesados y se sometieron a secado en una corriente de nitrdgeno gaseoso.
Una vez secos, los viales se pesaron nuevamente para calcular el peso de cada muestra
(Tabla 5). Posteriormente, los viales se sellaron con cinta teflon manteniendo un ambiente
de nitrégeno, las fracciones semipurificadas secas 1.2.13 y 2.2.13, se conservaron a -
20°C.

De las 55 fracciones semipurificadas se seleccionaron las muestras a analizar,

tomandose en cuenta la cantidad existente de cada fraccion (Tabla 5) .

Tabla 5. Pesos de las fracciones semipurificadas de los Lotes 1, 2, 3 y 4, con los
datos actualizados de las fracciones 1.2.13 y 2.2.13, ordenados de menor a mayor

§ 28, _9_ § f8, o 8§ f8, o & &8, o
o = O o o5 O o o5 O o o5 O o
8 S E2 S8E ] 52 8S8E 8 3e2 88E ] 5e2 $8E
e S35 &k~ e S35 &k~ P S5 k= P 5 &%~
* 5 o o 1+ = o o 1 = o o * = o o
1.2.11 24,25 9 2213 (P) 28, 29, 30 10 3.28 17 1 4.21 1 7
1.2.8 16 10 2.2.12 26, 27 11 3.2.13 34 1 4.2.8 14,15 4
1.213(P) 29,30 16 2.2.9 18 12 3.2.14 35, 36 1 429 16,17,18 4
1.2.9 17,18, 19 23 224 6 17 3.2.7 15, 16 2 4.2.10 19, 22(; 21, 4
1212 26,27,28 24 2.2.10 19, 20 18 3.26 13, 14 3 425 6,7 5
21, 22,
1.2.3 4 32 2211 23, 24. 25 29 3.2.10 23,24 3 422 2 7
20, 21, 25, 26, 27, 23, 24, 25,
1.2.10 22 23 39 2.2.8 16, 17 46 3.2.11 28 3 4211 2% 7
18, 19, 20,
1.25 7.29,8 51 2.2.13(S) 28,29, 30 61 3.29 21 22 4 424 4,5 12
124 56,7 104 2214 31,32 63 3.25 10, 11, 12 6 427 12,13 14
1.2.7 1131’ ’!I%’ 115 2.2.7 14, 15 64 3.2.3 4,5 28 426 8,910, 11 26
1.2.1 1,2 129 2.2.3 4,5 67 3.21 1,2 31 4212 27,28,29 47
29, 30, 31, 30, 31, 32,
1.213(S) 29,30 137 2.2.1 1,2 69 3.2.12 3233 37 4213 33 91
1214 31,32,33 171 2.2.5 7,8,9 95 3.24 6,7,8,9 41 423 3 199
1.2.6 9,10, 11 183 2.2.6 '!102 1]?3 127 3.2.2 3 848
1.2.2 3 2653 222 3 1238

De las 55 fracciones semipurificadas disponibles, se seleccionaron 29 considerando
principalmente la cantidad de muestra disponible, eligiéndose aquellas con un peso igual
0 superior de 26 mg para garantizar la realizacidén de distintas pruebas experimentales
(Tabla 5). Las fracciones seleccionadas fueron las siguientes: 10 fracciones del lote 1
(1.21,1.22,1.23,1.24,1.25,1.2.6, 1.2.7, 1.2.10, 1.2.13 (S) y 1.2.14), 10 fracciones
del lote 2 (2.2.1, 2.2.2, 2.2.3, 2.2.5, 2.2.6, 2.2.7, 2.2.8, 2.211, 2213 (S) y 2.2.14), 5
fracciones del lote 3 (3.2.1, 3.2.2, 3.2.3, 3.2.4 y 3.2.12) y 4 fracciones del lote 4 (4.2.3,
4.2.6,4212y4.2.13).
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6.4 Alicuotacion de las fracciones secundarias

Las fracciones semipurificadas 1.2.2, 1.2.6, 2.2.2, 2.2.6 3.2.2 y 4.2.3 ya habian

sido alicuotadas previamente por Loépez Betancourt (2023). Para las 23 fracciones

restantes se realizaron los calculos necesarios para su alicuotamiento (ver Anexo A).

Cada una de las 23 fracciones
semipurificadas seleccionadas se disolvieron
lentamente en acetona marca Honeywell ®
grado HPLC y se aforaron en un matraz
volumétrico de 100 mL (Figura 8), procurando
mantener en hielo a una temperatura baja el
matraz aforado con la solucién para evitar la
evaporacion del solvente. Las muestras se
alicuotaron acorde al volumen necesario para
cada prueba por realizar, priorizando
alicuotas para las pruebas de inhibicion de
AGEs (BSA-ribosa y BSA-glucosa) y pruebas

para el analisis por HPLC.

Figura 8. Fraccién
semipurificada 1.2.13 (S) disuelta en
acetona y aforada a 100 mL en el
matraz volumétrico, con los viales
etiquetados para realizar cada tipo de
prueba.

Adicionalmente, viales con muestras sobrantes de las fracciones se usaron,

cuando fue posible, para realizar pruebas adicionales como antiproliferacién en células

HelLa de cancer cérvico uterino, antibidticas y viales con reserva para otros usos

posteriores.

6.5 Ensayos BSA-ribosa

El ensayo BSA-ribosa se realiz6 a las 29 fracciones seleccionadas, con la finalidad

de detectar su capacidad para inhibir la formacién de AGEs. Posteriormente, se

seleccionaron aquellas cuyo %IFA fue cercano o superior al 50% para analizarlas

subsecuentemente en ensayos BSA-glucosa y de NBT.
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Figura 9. Placas para realizar las pruebas de inhibicién de AGEs. A. Placa Constar
® de 96 pozos negra para realizar analisis BSA-ribosa y BSA-glucosa, B. Muestras

incubadas en tubos Eppendorf etiquetados para pruebas BSA-glucosa, C. Placa Constar
96 pozos trasparente para realizar analisis NBT.

Los ensayos BSA-ribosa prueba se realizaron en 5 placas Costar ® de 96 pozos
negras de fondo plano (Figura 9 A). El volumen final de reaccién fue de 200 yL, con una
concentracion final de 10 mg/mL de BSA, 500 mM de ribosa, 0.02% NaNs y 10 mM de

aminoguanidina o 1 mg/mL de cada fraccion semipurificada (ver Anexo B).

Las soluciones de BSA, ribosa, NaN3 en PBS y el PBS se esterilizaron por filtracion
antes de ser adicionados a la placa. La aminoguanidina se disolvio en DMSO sin filtrar.
Las fracciones también se disolvieron de DMSO, sin embargo, no se filtraron debido a la
poca cantidad de cada fraccién. Cada placa se incubdé a 37 °C, 120 rpm y 70% de
humedad. Se utilizaron 2 matraces Kitasato de 500 mL con agua y aire, para humidificar

el ensayo por 24 horas y minimizar la evaporacion de las muestras.

Pasado ese tiempo se hicieron las lecturas de fluorescencia en equipo
CLARIOstar. Para AGEs tipo vesperlisinas, las lecturas se realizaron a longitud de
excitacion 370 nm y 440 nm de emisién. Para AGEs tipo pentosidinas a una longitud de
excitacién a 335 nm y 385 de emisidn, ademas de realizar un espectro de fluorescencia,
utilizando un rango de longitudes de excitacion de 370 a 700 nm y leyendo la
fluorescencia a una longitud de emisién de 440 nm (para AGEs tipo vesperlisinas).

6.6 Pruebas de BSA-glucosa

Las fracciones semipurificadas seleccionadas por tener un %IFA cerca o superior
al 50% en el ensayo BSA-ribosa, se sometieron a analisis de antiglicacion lenta (BSA-
glucosa) y NBT.

Para poder realizar la prueba BSA-glucosa, se realizaron todos los céalculos para

preparar las soluciones (ver Anexo C). El volumen de reaccion final fue de 600 pyL en cada
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tubo Eppendorf. ElI volumen de cada una de las soluciones de los extractos,
aminoguanidina o extracto, BSA, glucosa, NaNs en PBS y PBS fue de 150 pL, segun se
requiriera, para lograr un volumen final de reaccién de 600 pL en cada tubo Eppendorf.
Se utilizaron 2 placas Costar ® de 96 pozos negras de fondo plano para leer la

fluorescencia (como en la Figura 9 A).

Para realizar cada prueba de BSA-glucosa se requirieron 82 tubos Eppendorf
etiquetados y distribuidos en tres gradillas para tubos Eppendorf previamente

esterilizados (Figura 9 B).

Una vez que cada tubo Eppendorf tenia su respectiva solucion, las gradillas se

incubaron a 37 °C, 120 rpm y humedad de 70% por 15 dias.

Pasado ese tiempo se tomaron alicuotas de 200 uL de cada tubo y se colocaron
en su respectivo pozo de la placa negra y se hicieron lecturas de fluorescencia, en el
equipo CLARIOstar, para AGEs tipo vesperlisinas a longitud de excitacién 370 nm y 440
nm de emision, para AGEs tipo pentosidinas a una longitud de excitacion de 335 nmy
385 nm de emision. También se realizé un espectro de fluorescencia, utilizando un rango
de longitudes de excitacion de 396 a 700 nm y leyendo la fluorescencia a una longitud de

emision de 440 nm para AGEs tipo vesperlisinas.

Ademas, se volvieron a realizar otras dos pruebas de BSA-ribosa a modo de un
duplicado para poder corroborar la informacién obtenida previamente. Se prepararon dos
placas negras para BSA-ribosa. Los extractos utilizados para realizar las 2 pruebas (BSA-

ribosa y BSA-glucosa) fueron los mismos.

Se tomo lectura de fluorescencia de las dos placas utilizadas para BSA-ribosa a
las 24 horas de incubacién, manteniendo las mismas condiciones descritas

anteriormente.
6.7 Analisis de antiglicacion NBT

Las pruebas NBT proporcionan informacién sobre la inhibicion de la formacién de

fructosamina en la etapa temprana de la glicacién de proteinas.

Se prepararon 200 mL de una solucién amortiguadora de carbonato de sodio al

0.1 M con pH 10.35 y 9 mL de NBT en solucion amortiguadora de carbonato de sodio de
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sodio. Se pesaron 2.76 mg de NBT y se disolvieron en 9 mL de la solucion amortiguadora.

Ver Anexo D para mayor informacion de los calculos realizados.

Para esta prueba se tomaron alicuotas de 40 uL de las pruebas de BSA-glucosa a
los 7 dias de incubacion, las cuales se colocan en una placa transparente Costar ®

(Figura 9 C), ordenadas como se indica en el Anexo D

Con una pipeta multicanal se colocaron 160 yL del Solucién amortiguadora de
carbonato a los pozos de los blancos y luego se agregaron otros 160 pL de la solucion
de NBT a las muestras, se dejé incubar a 37°C por 15 minutos y se llevaron a cabo

lecturas de absorbancia, en el equipo CLARIOstar, a 530 nm.
6.8 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Las muestras semipurificadas 1.2.2, 1.2.5, 1.2.6, 1.2.10, 1.2.13 (S), 2.2.2, 2.2.3,
2.25,226,227,2.28,2.213(S), 3.2.2,3.2.3,3.24,3.212,4.2.3,4.26y 4.212, las
cuales tienen un %IFA cercano o superior al 50% en las pruebas de BSA-ribosa se
sometieron a cromatografia liquida de alta resolucién, para conocer su pureza y posible
composicion.

" ‘j&

El analisis de HPLC de las muestras (Figura 10) se

realizd por medio de cromatografia de liquidos, con detector
de arreglo de diodos (LC-DAD), utilizando un equipo LC 3000
MLtimate, Thermo Scientific, con una columna Jupiter 3um
C18 250 x 4.6 mm, a un flujo de 0.6 ml/min, a una temperatura
de 25°C y un volumen de inyeccién de 25 uL. El cuyo rango

de deteccion analizado fue de 190-800 nm.

Los solventes utilizados para la fase movil fueron (A)

0.1% acido formico grado HPLC en agua y (B) Acetonitrilo

Figura 10. Preparacion

de los extractos grado HPLC. El gradiente fue: 0-10 min 50% B, 11-24 min

semipurificados  para , . ,
analisis HPLC. 60% B, 25-30 min 70% B, 31-33 min 100% B, 34-35 min 50%

B, 35-37 min 50%B. La absorbancia se ley6 en un rango de

longitud de onda de 190 a 800 nm.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1Seleccion de fracciones semipurificadas por cantidad disponible

La primera seleccién de fracciones semipurificadas se tomé principalmente en
base a la cantidad de extracto existente (minimo 26 mg) de cada muestra para realizar
las diferentes pruebas de antiglicacion, HPLC, antibidticas y antiproliferativas.

De esta primera seleccion de 55 fracciones semipurificadas solo se tomaron 29

fracciones, para analisis posteriores:

e Lote 1: diez fracciones (1.2.1, 1.2.2, 1.2.3, 1.2.4, 1.2.5, 1.2.6, 1.2.7, 1.2.10,
1.2.13(S) y 1.2.14).

e Lote 2: diez fracciones (2.2.1, 2.2.2, 2.2.3, 2.2.5, 2.2.6, 2.2.7, 2.2.8, 2.2.11,
2213 (S)y 2.2.14).

e Lote 3: cinco fracciones (3.2.1, 3.2.2, 3.2.3, 3.2.4 y 3.2.12)

e Lote 4: cuatro fracciones (4.2.3, 4.2.6, 4.2.12y 4.2.13).

7.2Seleccion de fracciones semipurificadas por actividad antiglicacion en

ensayo BSA-ribosa

Para la segunda seleccion de las fracciones semipurificadas se tomé en cuenta el
porcentaje de Inhibicion de Formacion de AGEs tipo vesperlisinas en un ensayo BSA-
ribosa, utilizandose 7 placas Costar ® de 96 pozos. Los AGEs tipo vesperlisinas se
conocen también como AGEs generales debido a que se forman de manera generalizada
en el cuerpo humano y se pueden encontrar en diferentes tejidos y 6rganos. Las
fracciones semipurificadas , con un porcentaje cercano o mayor al 50% se seleccionaron

como se muestra en la Figura 11. Ver anexo E para resultados mas detallados.
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Figura 11. Porcentaje, con sus respectivas desviaciones estandar, de Inhibicién
de AGEs tipo vesperlisinas (generales) en ensayo BSA-ribosa, resaltando con una linea
roja las fracciones que se encuentran cerca o son superiores al 50% de %IFA.
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Fracciones semipurificadas evaluadas

Figura 12. Porcentaje, con sus respectivas desviaciones estandar, de Inhibicién
de AGEs tipo pentosidinas en ensayo BSA-ribosa, resaltando con una linea roja las
fracciones que se encuentran cerca o son superiores al 50.
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En los graficos de la Figuras 11 y 12 se aprecian las fracciones semipurificadas
con un porcentaje promedio cerca o superior al 50% IFA en AGEs tipo vesperlisinas y tipo

pentosidinas, los cuales fueron:

En el Lote 1 la fraccion 1.2.2 con un 55.26% en AGEs tipo vesperlisinas y 44.77%
en AGEs tipo pentosidinas; la fraccion 1.2.5 con un 57.66% y 51.55%; la fraccion 1.2.6
conun 77.78% y 70.55%, la fraccion 1.2.10 con un 65.44% y 72.85%; y la fraccion 1.2.13
(S) con un 49.13% y 65.11%.

En el Lote 2 se observa que la fraccién 2.2.2 presenta un %IFA de 59.48% para
AGEs generales y un 50.14% para AGEs tipo pentosidinas; la fraccion 2.2.3 un 60.72%
y 54.12%; la fraccién 2.2.5 un 57.67% y 50.79%; la fraccion 2.2.6 un 68.37% y 77.78%;
la fraccion 2.2.7 un 55.62% y 100.66%; en la fraccion 2.2.8 un 50.38% y un 96.79%; por
ultimo, la fraccion 2.2.13 (S) tuvo resultados del 55.02% para AGEs generales y 58.04%
para AGEs tipo pentosidinas.

El Lote 3 tuvo los siguientes resultados en %IFA para AGEs generales y tipo
pentosidinas: la fraccion 3.2.2 un 59.15% y 47.58%; la fraccion 3.2.3 un 52.10% y 51.34%;
la fracciéon 3.2.4 un 66.75% y 55.47%; y la fracciéon 3.2.12 un 56.40% y 55.47%.

Finalmente, en el Lote 4, las fracciones mas prometedoras fueron la fraccion 4.2.3
con un %IFA del 55.22% para AGEs tipo vesperlisinas y 46.45% para AGEs tipo
pentosidinas; la fraccion 4.2.6 un 77.58% y 74.09% respectivamente; para terminar la
fraccion 4.2.12 mostro porcentajes de 70.62% para AGEs generales 'y 61.78% para AGEs

tipo pentosidinas.

De esta segunda seleccion se seleccionaron 20 fracciones de las 29 previamente
seleccionadas, quedando 5 fracciones del Lote 1 (1.2.2, 1.2.5, 1.2.6,1.2.10 & 1.2.13 (S)),
8 fracciones pertenecientes al Lote 2 (2.2.2, 2.2.3, 2.2.5, 2.2.6, 2.2.7, 2.2.8, 2.2.11 &
2.2.13 (S)), 4 fracciones del Lote 3 (3.2.2, 3.2.3, 3.2.4 & 3.2.12) y 3 fracciones del Lote 4
(4.2.3, 4.2.6 & 4.2.12). Ver anexo E para ver todos los resultados resumidos de cada

prueba.

Los lotes 2 y 4 mostraron ser de los lotes mas activos en cuanto actividad
antiglicante se refiere, ademas de destacarse las fracciones cercanas a una proporcion

de 60% hexano y 40% acetato de etilo, y las fracciones que se encuentran disueltas en

38



50% acetato de etilo y 50% en metanol, como las fracciones 1.2.5, 1.2.6, 1.2.13 (S), 2.2.6,

2.2.13 (S), 3.2.4 y 4.2.6, muestran porcentajes de antiglicacion favorables.

7.3Seleccion de fracciones semipurificadas por actividad antiglicacion en

ensayo BSA-glucosa y pruebas NBT
7.3.1 Actividad antiglicacién en ensayo BSA-glucosa

Se realiz6 la prueba BSA-glucosa a 12 fracciones semipurificadas. Las fracciones
seleccionadas anteriormente por Lopez Betancourt (2023), es decir las fracciones 1.2.2,
1.2.6,2.2.2,2.2.6, 3.2.2 y 4.2.3, ademas de las fracciones 1.2.13 (S), 2.2.3, 2.2.13 (S),
3.24, 426 y 4212, seleccionadas en este trabajo, de acuerdo a los resultados del
analisis de BSA-ribosa. La lectura de las muestras se llevd a cabo después de 15 dias

de incubacion en 2 placas negras Costar ® de 96 pozos de fondo plano.
%IFA Vesperlisinas BSA-Glucosa
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Figura 13. Porcentaje, con sus respectivas desviaciones estandar, de Inhibicién
de AGEs tipo vesperlisinas en ensayo BSA-glucosa
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Figura 14. Porcentaje, con sus respectivas desviaciones estandar, de Inhibicion
de AGEs tipo pentosidinas en ensayo BSA-glucosa.

Los graficos de las figuras 13 y 14 mostraron un interesante cambio, la actividad
antiglicante demostré que en algunas fracciones la actividad se mantuvo y en otras la
actividad disminuyé drasticamente, comparadas con los resultados obtenidos en el

Ensayo BSA-ribosa.

Para el Lote 1 las fracciones con un mayor porcentaje fueron la fraccién 1.2.6 con
un 85.29% de inhibicion en AGEs generales y 83.98% en AGEs tipo pentosidinas; y la
fraccion 1.2.13 (S) con un 74.24% y un 88.75% respectivamente.

En el lote 2 se destacan las fracciones 2.2.3 con un %IFA del 62.08% en AGEs tipo
vesperlisinas y 66.50% en AGEs tipo pentosidinas; la fraccion 2.2.6 mostré un 92.97% y
un 112.51% en el orden dado; para finalizar la fraccion 2.2.13 (S) tuvo un 99.27% y un

85.31% respectivamente.

Para el Lote 3 solo se destaca la fraccion 3.2.4, teniendo un 83.01% en AGEs

generales y un 93.15% en AGEs tipo pentosidinas.

Los resultados del Lote 4 fueron para la fraccién 4.2.6 un 74.09% para AGEs tipo
vesperlisinas y un 93.05% para AGEs tipo pentosidinas; del mismo modo, la fraccién

4.2.12 mostré un 88.17% y un 90.65% respectivamente.
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Los resultados muestran que algunas de las fracciones semipurificadas derivadas
del hogo Graphostroma sp. SGSGf22 poseen una actividad antiglicante alta, en otras
palabras, mayor al 50% IFA, en etapas finales de la glicacion avanzada después de 15

dias de su aplicacion.

Ademas, se sigue mostrando que las fracciones semipurificadas obtenidas en la
columna de cromatografia a una proporcién de 60% hexano y 40% acetato de etilo
(fracciones 1.2.6, 2.2.3, 2.2.6, 3.2.4 y 4.2.6), y las fracciones que eluyeron con 50%
acetato de etilo y 50% de metanol (fracciones 1.2.13 (S), 2.2.13 (S) y 4.2.12), muestran
porcentajes de antiglicacion favorables. Es de notar que las fracciones semipurificadas
1.2.6, 2.2.6, 3.2.4, 4.2.6, 1.213 (S) y 2.2.13 (S), continuan mostrando porcentajes de
antiglicacion favorables, tanto en el ensayo BSA-ribosa como el ensayo BSA-glucosa.

7.3.2 Actividad antiglicacion prueba NBT

Los resultados para la inhibicion de fructosamina para estas fracciones tuvo
resultados poco favorables, a comparacion de los resultados mostrados en los ensayos
BSA-ribosa y BSA-glucosa, las muestras evaluadas fueron las mismas que las fracciones
de BSA-glucosa (1.2.2, 1.2.6, 1.2.13(S), 2.2.2,2.2.3,2.2.6,2.2.13 (S), 3.2.2,3.2.4,4.2.3,
4.2.6 y 4.2.12). La lectura de resultados se llevd a cabo en una placa Costar ® de 96

pozos transparente, la placa sirvié para hacer dos lecturas diferentes.

41



%IFA Fructosamina

97.000 =
87.000
77.000
67.000
57.000
47.000 I
37.000
27.000
17.000 - I I i B
7.000 |

-3.000
-13.000

%IFA

—H

—HH
222
322 4

C+

1.2.2
1.2.6
1.2.13 (S)
223
226
2.2.13 (S)
3.24
423
426
4212

LOTE 1 2 3 4
Fracciones semipurificadas evaluadas

Figura 15. Porcentaje, con sus respectivas desviaciones estandar, de Inhibicion
de fructosamina en NBT.

Las fracciones con una mayor inhibicion de fructosamina son la fraccién 2.2.13 (S)
con 98.29% de inhibicion de fructosamina; la fraccidén 2.2.6 con un 48.66%; la fraccién
4.2.6 con 23.08%; la fraccion 4.2.12 con 22.02%; y la fraccion 1.2.13 (S) con un 17.43%
de inhibicién.

Las fracciones con mayor actividad de inhibicién de fructosamina contintan siendo
las fracciones que eluyeron en la CC a una proporcion de 60% hexano y 40% acetato de
etilo (2.2.6 y 4.2.6), y a una proporcion de 50% acetato de etilo y 50% de metanol (1.2.13
(S), 2.2.13 y 4.2.12). Los lotes mas activos son el 2 (2.2.6 y 2.2.12(S)) y el 4 (4.26 y
4.2.12).

7.4Seleccion de fracciones semipurificadas disponibles a partir de la

cantidad de reserva existente para analisis posteriores.

Después de evaluar los resultados proporcionados por las pruebas de BSA-ribosa,
BSA-glucosa y NBT (Ver Anexo E para ver el resumen de resultados de las fracciones
evaluadas), se seleccionaron nuevamente las fracciones que permitirian continuar con

analisis posteriores a partir de la cantidad de reserva existente.

42



Tabla 6. Reserva en mg existente para continuar con analisis posteriores.

De las 20 fracciones seleccionadas inicialmente
para realizar las pruebas de antiglicacion, se
descartaron aquellas que no poseian la cantidad
suficiente, como se observa en la Tabla 5, dejando un

total de 13 fracciones:

e Lote 1: 4 fracciones (1.2.2, 1.2.5, 1.2.6 &
1.2.13 (S))

e Lote 2: 7 fracciones (2.2.2, 2.2.3, 2.2.5,
2.26,2.2.7,2.2.8 &2.2.13 (S))

e Lote 3: 1 fraccion (3.2.2)

e Lote 4: 1 fraccion (4.2.3)

A pesar de que hubo fracciones con actividad
antiglicante significativas como las fracciones 3.2.4 y
4.2.6, tuvieron que ser descartadas debido a la poca
cantidad para realizar una posible evaluaciéon de

compuestos y realizar otro tipo de pruebas.

7.5 Analisis de HPLC

Lote Fraccion Reserva
(mg)

1.2.2 1589.4
1.2.5 21.6

1 126 146.3
1.2.10 2.8
1.2.13 (S) 102.2
2.2.2 874.7
2.2.3 32.1
225 60.3
5 2.2.6 90.3
2.2.7 29.8
2.2.8 9.7
2.2.11 5.5
2.2.13 24.3
3.2.2 384.8

3 3.2.3 2.3
3.24 5.4
3.2.12 1.2
4.2.3 162.3
4 426 1.3
4212 10.8

De las 20 fracciones seleccionadas, 19 fueron sometidas a cromatografia liquida

de alta resolucion (HPLC) con el fin de analizar la composicién y acercarse a la

identificacion de los compuestos responsables de la actividad antiglicante (ver Anexo H).

Las fracciones llevadas a HPLC fueron:

e Lote 1: 5 fracciones (1.2.2, 1.2.5, 1.2.6, 1.2.10, 1.2.13 (S))
e Lote 2: 7 fracciones (2.2.2,2.2.3,2.2.5,2.2.6,2.2.7,2.2.8 & 2.2.13 (S))
e Lote 3: 4 fracciones (3.2.2, 3.2.3, 3.2.4 & 3.2.12)

e Lote 4: 3 fracciones (4.2.3, 4.2.6 & 4.2.12)

Tabla 7. Informacion resumida de cada cromatograma HPLC realizado.

Longitud Numero Rango de
Lote Fraccion de onda de Minuto de cada pico absorbancia
(nm) picos (nm)

43



122 200 3 6,17, 30.5 190-275
125 200 8§ 5657758105 23,235  190-320
1 126 210 5 6,7.5,8,9.5 10.5 190-320
1210 270 7 556,7,8105 125135  190-310
1213(8) 190 § 456,78 145175 18,20  190-310
222 200 3 6,17, 30.5 190-250
45,55,6.5,7.0,7.5, 115,
13.5, 14, 17, 19, 20.5, 23,
2.2.3 190 8 235 31325335355 00300
36.5
225 200 o ©8578595 105 14 490350
2 226 190 3 6,8, 11 190-300
227 190 8  556,6578 1251517  190-300
45,6,6.5,7,8,10, 105, 11,
228 190 1 A 190-310
2213 45,55,6,65,7,7.5,8,10.5,
© 200 21 11,12,14.5,15,15517,18,  190-300
19, 20, 21, 22, 22.5, 24
322 200 5 45,56, 17,305 190-250
45,5,65,7,8,9, 10, 1.5,
3.2.3 190 19 125,14,17,19,205, 305,  190-300
31,32, 33, 35.5, 37
3 6,7,8,9.5,105, 11, 12, 17,
3.24 190 12 1Bt 2051 335 190-300
4.5,5,55,6,7,10.5, 11, 12,
3212 190 22 14,145, 15,17,18,19,19.5,  190-290
21,22, 22.5, 23, 24, 30.5, 33
223 200 3 55,17, 305 190-275
426 210 6 6,7,7.5,8, 12, 17 190-300
4 45,5,55,6,6.5,7,7.5,8,
io1s 150 s B51,12,14515,155 o

17.5, 18, 18.5, 19, 20, 21, 22,
22.5, 24, 30.5, 33

La Longitud de onda (nm) indica la absorbancia tomada para realizar los

cromatogramas (Anexo H). El rango de absorbancia (nm) indica la zona donde se
encuentra la mayor absorbancia de cada fraccion. Los minutos marcados con “negritas”

indican que son los picos mas altos 0 con mayor relevancia.

Se puede observar en la tabla 7 que la mayoria de los compuestos con

propiedades antiglicantes tienen picos mas activos cerca de los minutos 6 y 8. Las
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fracciones 1.2.5, 1.2.6, 2.2.6, 2.2.7, 2.2.8., 1.2.13 (S) y 1.2.13 (S) presentan menor
cantidad de picos. Las fracciones restantes, presentaron una gran cantidad de picos, por
lo que se optd por no seguir trabajando con ellas. Ver el Anexo H para ver con mayor

detalle los cromatogramas de HPLC.

Al analizarse los cromatogramas obtenidos por HPLC se decidié hacer graficas
con absorbancias promedio de 190 a 300 nm debido a que el mayor rango de absorcién

se encontraba en esta zona; lo que permitié realizar comparaciones de las fracciones

analizadas.

Absorbancia promedio 1.2.5 Absorbancia promedio 2.2.5
1700 2400
1500 2150
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Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)

Figura 16. Absorbancia promedio (190-300nm) de las fracciones 1.2.5y 2.2.5

Las fracciones 1.2.5y 2.2.5 de la figura 16 muestran un pico claramente definido
al minuto 8, por lo que puede decirse que es el componente responsable de la actividad

antiglicante.

Los picos en el minuto 8 tienen una absorbancia promedio cerca de los 1600 para
la fraccion 1.2.5 y una absorbancia de 2000 para la fraccion 2.2.5. El resto de los picos

mas pequenos se encuentran en un rango de absorbancia entre los 200-250.

Los picos mas altos indican que existen compuestos polares en estas fracciones
debido a que eluyeron dentro de los primeros 10 minutos, con la mezcla de solventes

Agua con 0.1% acido férmico-acetonitrilo al 50:50.

Las fracciones 1.2.5y 2.2.5 solo fueron evaluadas en ensayo BSA-ribosa con %IFA

similares entre ellas, del 55.66% y 55.67% respectivamente para AGEs generales y; un
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51.55% y 50.79% para AGEs tipo pentosidinas, por lo que pueden ser fracciones con

resultados favorables para las pruebas en BSA-glucosa y pruebas NBT.

Absorbancia promedio 1.2.6 Absorbancia promedio 2.2.6
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Figura 17. Absorbancia promedio (190-300nm) de las fracciones 1.2.6y 2.2.6

La absorbancia promedio de las fracciones 1.2.6 y 2.2.6 (Figura 17) muestran dos

principales picos definidos a los 6 y 8 minutos, siendo el del minuto 8 el mas alto.

Los picos de los 6 minutos muestran una absorbancia alrededor de los 250 para
la fraccion 1.2.6 y cerca de 500 de absorbancia para la fraccién 2.2.6. Los picos en el

minuto 8 tienen una absorbancia superior a los 2000.

Los picos indican la existencia de compuestos polares en estas fracciones ya que
todos los picos eluyeron dentro de los primeros 10 minutos, con la mezcla de solventes

Agua con 0.1% acido férmico-acetonitrilo al 50:50.

La actividad de inhibicion mostrada por estas fracciones en ensayo BSA-ribosa fue
la siguiente, para AGEs tipo vesperlisinas fue del 77.78% para la fraccién 1.2.6 y 68.37%
para la fraccion 2.2.6; mientas que, para AGEs tipo pentosidinas fue del 70.55% y 77.78%

respectivamente.

Para la actividad antiglicante en ensayo BSA-glucosa se puede apreciar un ligero
aumento en el porcentaje de inhibicion, con un porcentaje del 85.29% de la fraccion 1.2.6
y 92.97% de la fraccién 2.2.6 en AGEs generales; para AGEs tipo pentosidinas la fraccion
1.2.6 obtuvo un 83.98% vy la fraccion 2.2.6 tuvo un 112.51%.
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Los ensayos de NBT mostraron una inhibicién en fructosamina del 12.18% para la

fraccion 1.2.6 y 48.66% para la fraccion 2.2.6, siendo esta ultima fraccion la mas activa

de las dos.
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Figura 18. Absorbancia promedio (190-300nm) de las fracciones 2.2.7y 2.2.8

Estas fracciones del lote 2 (Figura 18) son similares entre si, poseen diferentes
picos, dos de los cuales se encuentran en el minuto 6 y 8, este ultimo pico es el mas
definido, las dos fracciones eluyeron en la CC en una proporcion cercana a 50-60-70%

hexano y 50-40-30% acetato de etilo.

Los picos a los 6 minutos muestran una absorbancia cercana a los 400. Los picos
al minuto 8 tienen una absorbancia superior a los 1200 para la fraccion 2.2.7 y una

absorbancia de 700 para la fraccion 2.2.8.

Los picos mas prominentes demostraron que existen compuestos polares en estas
fracciones, eluyéndose en los primeros 10 minutos, con la mezcla de solventes Agua con
0.1% acido formico-acetonitrilo al 50:50. Los picos mas pequefos son menos polares se
muestran pasados los 11 minutos al 60% de acetonitrilo; los picos pasando el minuto 31

indican que son compuestos no polares.

El %IFA en ensayo BSA-ribosa indican un 55.12% para la fraccion 2.2.7 y 50.39%
para la fraccién 2.2.8 en AGEs generales; un 100.66% y 96.79% para AGEs tipo

pentosidinas. Estas fracciones solo fueron evaluadas en este ensayo.
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Figura 19. Absorbancia promedio (190-300nm) de las fracciones 1.2.13 (S) y
2.2.13 (S)

Las fracciones sobrenadantes 1.2.13 (S) y 2.2.13 (S) se eluyeron en la CC a una
proporcion 50% acetato de etilo y 50% metanol, a pesar que se muestran varios picos
pequenos cerca del minuto 6, se muestra un pico claramente definido a los 8 minutos

(Figura 19). Mostrando los siguientes resultados:

e  %IFA en BSA-ribosa: para AGEs generales 49.13% (1.2.13 (S)) y 55.02%
(2.2.13 (S)) y para AGEs tipo pentosidinas 65.11% (1.2.13 (S)) y 58.04%
(2.2.13 (S))

¢ %IFA en ensayo BSA-glucosa: para AGEs generales 74.24% (1.2.13 (S)) y
99.21% (2.2.13 (S)) y para AGEs tipo pentosidinas 88.75% (1.2.13 (S)) y
85.31% (2.2.13 (S))

¢ Inhibicidon de fructosamina en NBT: un 17.43% 1.2.13 (S) y un 98.29%
2.2.13 (S)

Los picos de ambas fracciones que se encuentran cerca de los 6 minutos muestran
una absorbancia cercana a los 100 para la fraccion 1.2.13 (S) y una absorbancia cerca
de los 300 para la fraccién 1.2.13 (S). Los picos en el minuto 8 tienen una absorbancia
cercana a los 1000 para la fraccidén 1.2.13 (S) y una absorbancia de 2000 para la fraccion
2.2.13 (S).
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Los picos mas prominentes evidenciaron compuestos polares en estas fracciones,

eluyéndose en los primeros 10 minutos, con una mezcla de solventes Agua con 0.1%

acido férmico-acetonitrilo al 50:50. Los picos mas pequefios sobre todo los de la fraccion

2.2.13 (S) son menos polares se muestran pasados los 11 minutos al 60% de acetonitrilo.

Absorbancia promedio 2.2.2
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Figura 20. Absorbancia promedio
(190-300nm) de las fracciones 2.2.2

En la Figura 20 se muestra la
absorbancia promedio de la fraccion
2.2.2. Se aprecian 3 picos cerca del
minuto 6, 17 y 30.5. Esta fraccion se
obtuvo de CC con una mezcla de 20% de

acetato de etilo y 80% de hexano.

En el cromatograma se aprecian al
menos tres picos principales; el primero
se representa a los 6 minutos con una
absorbancia de 30, indicando que es un
compuesto polar; el segundo pico se
aprecia al minuto 17 con una absorbancia

ligeramente superior a 30, mostrando que

es un compuesto menos polar; finalmente, el tercer pico se encuentra en el minuto 30.5

con absorbancia de -5, mostrando ser un compuesto no polar.

La fraccion 2.2.2 es la mas abundante del Lote 2 obtenida de la CC con in %IFA

en AGEs generales del 59.48% en ensayo BSA-ribosa y 14.71% en ensayo BSA-glucosa;

mientras que, para %IFA para AGEs tipo pentosidinas obtuvo un 50.14% en BSA-ribosa

y 28.53% en BSA-glucosa; indicando que la actividad antiglicante no se sostiene después

de 15 dias. Por ultimo, posee una inhibiciéon de fructosamina de -2.93%, por lo que esta

fraccion no es recomendable para inhibir la formacién de AGEs a etapas tempranas.
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En la fraccion 4.2.3 (Figura 21), los Absorbancia promedio 4.2.3

tres picos principales se muestran

140
alrededor del minuto 5.5 con absorbancia 120

£

. 100

cercana a 140, al elur a una § 80

o~
concentracion de acetonitrilo del 50% en S 28
los primeros 10 minutos indica que es un § 20 L

. g 0 -4

compuesto polar; el segundo pico se 5 20

(7]

Ke)
encuentra al minuto 17, es menos polary < 'gg
se encuentra en una absorbancia cercana -80

_ 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
a 10; el tercer pico se encuentra cerca del Tiempo (minutos)
minuto 30.5, es el compuesto menos polar . i i
_ Figura 21. Absorbancia promedio

con una absorbancia cercana a -20. (190-300nm) de la fraccion 4.2.3

Esta fraccion también es la mas

abundante del lote 4 y cuenta con los resultados siguientes:
BSA-ribosa: 55.22% para AGEs generales y 46.45% para AGEs tipo pentosidinas.
BSA-glucosa: 13.12% para AGEs generales y 18.66% para AGEs tipo

pentosidinas. Indicando que la actividad antiglicante disminuye significativamente
después de 15 dias.
NBT: Con resultados de -0.12%, mostrando que no es un compuesto inhibidor de

fructosamina.

7.6. Analisis de varianza de los resultados de actividad antiglicaciéon para las

muestras seleccionadas

Se realizé un analisis de varianza para comparar las medias de los valores de
%IFA de las fracciones semipurificadas seleccionadas previamente y determinar si estas

son significativamente diferentes entre ellas. Ver anexo F para mayor informacion.
7.6.1. Analisis de varianza para actividad antiglicacion en ensayo BSA-ribosa

Tabla 8. Resumen de analisis de varianza para antiglicacion en ensayo BSA-ribosa
para AGES tipo vesperlisinas y pentosidinas.

Vesperlisinas Pentosidinas

Fraccion ] . . .
Suma Promedio Varianza Suma Promedio Varianza
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1.2.6 466.6861 77.78101 3.982413 423.2999 70.54998 10.86705
2.2.6 410.2403 68.37338  21.24613 466.6905 77.78175 13.59336
1.2.13(S) 294.7794  49.12991 7.336215 390.6688 65.11147 13.5174
2.213(S) 330.1498  55.02496 48.8497 348.2403 58.04005  37.8335
222 356.884 59.48067  9.488249 300.8422 50.14037 12.1424
4.2.3 331.3349  55.22248 13.39801 278.7 46.45 14.0974
F F (Valor
(Valor 2.53355454 F 37.835616 critico) 2533554 F 51.32101

critico)

En ambos analisis de varianza se descartd la hipdtesis nula, es decir, existen
diferencias en los porcentajes de inhibicidon tanto en vesperlisinas como en pentosidinas
de las fracciones 1.2.6, 2.2.6. 1.2.13 (S), 2.2.13 (S), 2.2.2 & 4.2.3.

Utilizando el método Tukey se determind que en AGEs tipo vesperlisinas, no hay
diferencias estadisticas significativas entre las fracciones 1.2.13 (S), 2.2.13 (S) & 4.2.3;

tampoco existen diferencias entre las fracciones 2.2.13 (S), 2.2.2 & 4.2.3.

Con respecto a AGEs tipo pentosidinas no se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre las fracciones 1.2.6, 2.2.6 & 1.2.13 (S); entre las fracciones 1.2.13 (S)
& 2.2.13 (S); vy, las fracciones 2.2.2 & 4.2.3.

7.6.2. Analisis de varianza para actividad antiglicacién en ensayo BSA-glucosa

Tabla 9. Resumen de analisis de varianza para antiglicacion en ensayo BSA-
glucosa para AGES tipo vesperlisinas y pentosidinas.

Vesperlisinas Pentosidinas

Fraccion

Suma Promedio Varianza Suma Promedio Varianza
1.2.6 255.8803 85.29342 4.253811 251.93418 83.978061 17.114074
2.2.6 278.911 92.97035 2.085947 337.51573 112.50524 6.1260967
1.2.13(S) 222.7152 74.23841 8.941238 266.26016 88.753388 16.933395
2.213(S) 297.622 99.20734 7.571806 255.93496 85.311653 21.572433
222 79.51745 26.50582 17.96434 85.581545 28.527182 11.150579
4.2.3 7211793  24.03931 116.7643 72.282626 24.094209 26.21625
F F (Valor
(valor 3.105875 F 127.57296 ” 3.105875 F 232.9665
critico)

critico) 23

Los analisis de varianza para los porcentajes de inhibicion AGEs en ensayo BSA-

glucosa se descarto la hipotesis nula, por lo que existen diferencias entre los valores de
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%AGEs de las fracciones 1.2.6, 2.2.6, 1.2.13 (S), 2.2.13 (S), 2.2.2 & 4.2.3, tanto en
vesperlisinas como en pentosidinas.

Por medio de método Tukey se demostrdé que no existen diferencias estadisticas
significativas entre los %IFA en AGEs generales de las fracciones 1.2.6 & 2.2.6; las
fracciones 2.2.6 & 2.2.13 (S); v, las fracciones 2.2.2 & 4.2.3.

7.6.3. Analisis de varianza para actividad antiglicacion en Ensayos NBT

Tabla 10. Tabla 10. Resumen de analisis de varianza para antiglicaciéon en ensayos

NBT
Fraccion Suma Promedio Varianza
1.2.6 36.534058 12.178019 12.402486
2.2.6 145.96451 48.654837 2.7449133
1.2.13 (S) 52.300354 17.433451 7.9955961
2.2.13 (S) 294.87613 98.292045 2.2139356
222 -8.8008014 -2.9336005 85.003845
423 -0.3649113 -0.1216371 10.785979
';(I‘t’f(‘;'g)’ 3105875239 F 222.045556

El analisis de varianza mostré que existen diferencias en los porcentajes de
inhibicion de fructosamina de las fracciones 1.2.6, 2.2.6, 1.2.13 (S), 2.2.13 (S), 2.2.2 &
4.2.3, por lo que se rechaza la hipodtesis nula.

Con respecto al método Tukey, los porcentajes de inhibicién de fructosamina de
las fracciones 1.2.6 & 1.2.13 (S); y, las fracciones 2.2.2 & 4.2.3, no mostraron diferencias
estadisticas significativas.

Los datos recabados de cada prueba para cada fraccidn muestran que no hay
diferencias estadisticas significativas, la mayoria de las fracciones muestran una
desviacion estandar menor al 10% en cada una de las pruebas realizadas. Ver Anexos
E,FyH.

7.7.Busqueda de posibles compuestos

Se realizd una busqueda de los compuestos reportados en el género

Graphostroma y de su familia, Graphostromataceae, debido a que solo se reportan 47

compuestos en la base de datos “The Natural Products Atlas” (Van Santen et al., 2021).
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De los 47 compuestos reportados unicamente se seleccionaron 13 de ellos por su

posible actividad anti AGEs, los cuales se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Compuestos reportados de la familia Graphostromataceae con posible
actividad anti AGEs

Género Nombre Férmula Tipo de Actividades Referencia
molecular compuesto reportadas
imi i Cheng et al.
(3S)-5-hydroxy- Antlmlcroblano, 2311
. . . antitumoral, (2011)
Biscogniauxia 8-0O- C11H1204 Isocumarinas o ,
methylmellein antioxidante, Reveglia
antiinflamatorio et al. (2020)
Antraquinonas Actividad inhibidora Wu et al
Biscogniauxia  Biscogniauxone  C12H7NO4 q de la enzima GSK- ’
y antronas 3p (2016)
Acidos Inmunomodulador,
Biscogniauxia Biscogniacid A C12H1204 fendlicos antiinflamatoria, (2016) ’
simples antioxidante
Anti alergia Niu et al
Graphostroma Graph%stromol C18H3005 Policétidos alimentaria, | '
antiinflamatoria (2019)
Anti alergia Niu et al
Graphostroma Graph%stromol C18H3004 Policétidos alimentaria, '
antiinflamatoria (2019)
; C12H12CIN Alcaloides de Anti alergia Niu, Liu,
Graphostroma Graphostrin A O4 tirosina alimentaria et al. (2018)
Anti alergia Niu. Liu
Graphostroma Graphostrin B C12H160s5 Policétidos alimentaria, oA
" . et al. (2018)
antiinflamatoria
Acidos Anti alergia Niu. Li
Graphostroma Graphostrin C C12H1204 fendlicos alimentaria, P
. " . et al. (2018)
simples antiinflamatoria
Acidos Anti alergia Niu. Liu
Graphostroma Graphostrin D C12H140s5 fendlicos alimentaria, " mna
. " . et al. (2018)
simples antiinflamatoria
Shikimatos y Anti alergia Niu. Liu
Graphostroma Graphostrin E C14H160s6 fenil alimentaria, oA
. . : et al. (2018)
propanoides antiinflamatoria
Acidos Anti alergia Niu. Liu
Graphostroma Graphostrin F C12H1404 fendlicos alimentaria, P
. " . et al. (2018)
simples antiinflamatoria
Anti alergia Niu. Liu
Graphostroma  Graphostrin G C12H1404 Isocumarinas alimentaria, P
" . et al. (2018)
antiinflamatoria
Biscogniauxia Sansalvamide A C32H51NsO Péptidos Egel?:mzsaglt:oetﬁl)l(:rzz Wu et al.
9 amide s2s1Nss ciclicos (2016)

de cancer

La mayoria de los compuestos reportados de la familia Graphostromataceae con

posible actividad anti AGEs muestran otras propiedades antialérgicas, antiinflamatorias,
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antioxidantes, antitumorales y anticancerigenas, dichas propiedades pueden verse
reflejadas en Graphostroma sp. SGSGf22, representando una gran area de oportunidad

para el estudio de este hongo.

La investigacion sobre la evaluacion de los extractos del cultivo de Graphostroma
sp. SGSGf22 con actividad antiglicacion para el tratamiento de enfermedades no
transmisibles representa una oportunidad valiosa para contribuir a la ciencia y la salud
publica. Los hallazgos obtenidos podrian ser un punto de partida para futuros estudios y
abrir nuevas perspectivas en el desarrollo de tratamientos mas eficaces y seguros, ya
que se ha demostrado que los compuestos obtenidos por este hongo tienen actividad

antiglicante.

8. CONCLUSIONES

Veinte fracciones semipurificadas de las veintinueve evaluadas tuvieron actividad
anti AGEs para tipo vesperlisinas (mayor a 49%) y para tipo pentosidinas (mayor a 44%)

en ensayo BSA-ribosa.

Las 20 fracciones con actividad anti AGEs tipo vesperlisinas con un %IFA mayor
a 49% ordenadas de mayor a menor, fueron las siguientes: 1.2.6 con 77.78%, 4.2.6 con
77.58%, 4.2.12 con 70.61%, 2.2.6 con 68.37%, 3.2.4 con 66.75%, 1.2.10 con 65.43%,
2.2.3 con 60.72%, 2.2.2 con 59.48%, 3.2.2 con 59.15%, 2.2.5 con 57.67%, 1.2.5 con
57.66%, 3.2.12 con 56.40%, 2.2.7 con 55.62%, 1.2.2 con 55.26%, 4.2.3 con 55.22%,
2.2.13 (S) con 55.06%, 3.2.3 con 52.10%, 2.2.8 con 50.38%, 2.2.11 con 49.75% y 1.2.13
(S) con 49.13%.

Las 20 fracciones semipurificadas con actividad anti AGEs tipo pentosidinas en
ensayo BSA-ribosa, con un %IFA mayor a 44%, ordenadas de mayor a menor %IFA
fueron las siguientes: 2.2.7 con 100.66%, 2.2.8 con 96.79%, 3.2.4 con 80.04%, 2.2.6 con
77.78%, 4.2.6 con 74.09%, 1.2.10 con 72.85%, 1.2.6 con 70.55%, 2.2.11 con 66.67%,
1.2.13 (S) con 65.11%, 4.2.12 con 61.77%, 2.2.13 (S) 58.04%, 3.2.12 con 55.47%, 2.2.3
con 54.12%, 1.2.5 con 51.55%, 3.2.3 con 51.34%, 2.2.5 con 50.79%, 2.2.2 con 50.14%,
3.2.2 con 47.58%, 4.2.3 con 46.45% y 1.2.2 con 44.77%.
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Ocho de las veinte fracciones con actividad anti AGEs en ensayo BSA-ribosa
tuvieron un %IFA mayor al 60% tanto en AGEs tipo vesperlisinas como en tipo

pentosidinas en ensayo BSA-glucosa.

Las 8 fracciones semipurificadas evaluadas en ensayos BSA-glucosa que
mostraron un %IFA superior al 60%, ordenados de mayor a menor, en actividad anti AGEs
tipo vesperlisinas fueron las siguientes: 2.2.13 (S) con 99.21%, 4.2.6 con 93.05%, 2.2.6
con 92.97%, 4.2.12 con 88.17%, 1.2.6 con 85.29%, 3.2.4 con 83.01%, 1.2.13 (S) con
74.24% y 2.2.3 con 62.08%.

Las 8 fracciones semipurificadas con un %IFA superior al 60%, ordenados de
mayor a menor, en actividad anti AGEs tipo pentosidinas en ensayo BSA-glucosa fueron
las siguientes: 2.2.6 con 112.51%, 3.2.4 con 93.15%, 4.2.6 con 92.81%, 4.2.12 con
90.65%, 1.2.13 (S) con 88.75%, 2.2.13 (S) con 85.31%, 1.2.6 con 83.98% y 2.2.3 con
66.50%.

Cuatro de las veinte fracciones semipurificadas con actividad anti AGEs en ensayo
BSA-ribosa tuvieron un porcentaje superior al 20% en inhibicién de fructosamina en
ensayos de NBT, ordenadas de mayor a menor, fueron las siguientes: 2.2.13 (S) con
98.29%, 2.2.6 con 48.65%, 4.2.6 con 23.08% y 4.2.12 con 22.02%.

Las cinco fracciones 1.2.6, 2.2.6, (1.2.13 (S)+2.2.13 (S)), 2.2.2 y 4.2.3 tuvieron
actividad anti AGEs en los ensayos BSA-ribosa, BSA-glucosa y ensayos de NBT; ademas
se observaron menos de 3 picos mayoritarios en el analisis de HPLC y poseian una
cantidad de reserva existente mayor a 90 mg, lo que permite que estas fracciones sean
utilizadas en trabajos futuros.

Se obtuvieron cinco fracciones semipurificadas con inhibicion de la formacion de

AGEs en su fase final y 2 de ellas ademas en su fase temprana.
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DMSO: Dimetilsulféxido

%IFA: Porcentaje de Inhibicion de Formacién de AGEs

Glosario de términos y siglas

Postraducciones fisiopatoldgicas: Alteraciones que sufren algunas proteinas
después de su sintesis, que afectan su estructura, funcion o localizacion, y se relacionan
con diferentes procesos o enfermedades. Estas modificaciones pueden regular la
actividad, la interaccion, el transporte o la degradacion de las proteinas, y pueden estar
implicadas en el desarrollo, la diferenciacion, la sefalizacion, y otras condiciones

patoldgicas.

Reaccion enzimatica: Reaccidon bioquimica que se lleva a cabo con la ayuda de
una enzima, la cual actua como un catalizador biolégico. Su funcion principal es acelerar
la velocidad de una reaccion quimica especifica dentro de los seres vivos, haciendo

posible el metabolismo y las funciones celulares.

Aducto: Producto quimico formado por la union directa de dos o mas moléculas
diferentes. Se forma por adicién y la estructura o disposicion atomica de las moléculas
originales se mantiene sin que se produzcan cambios estructurales en ellas. Los aductos

pueden tener diferentes funciones bioldgicas o quimicas.

Glicosilacion: Proceso quimico en el que se une un carbohidrato a otra molécula

(aceptor). La molécula aceptora puede ser de tipo proteico o lipidico.

Glicoxidacién: Proceso bioquimico complejo y dafiino que ocurre en el
organismo, especialmente bajo condiciones de alto nivel de azucar en sangre

(hiperglucemia), como en la diabetes mellitus, y durante el envejecimiento.

Estres oxidativo: Desequilibrio celular que ocurre ante exceso de radicales libres
en el organismo, ocasionando la inadecuada neutralizacion con el sistema de defensa
antioxidante. Este desequilibrio conduce al dafio de las macromoléculas esenciales como
el ADN, las proteinas y los lipidos, lo que puede contribuir al envejecimiento y al desarrollo

de numerosas enfermedades.

Aterosclerosis: Enfermedad cronica y progresiva que se produce cuando el

colesterol, grasa, células sanguineas y otras sustancias de la sangre se acumulan en
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forma de placa; causando una disminucién del diametro de las arterias y una reduccién

del flujo de sangre rica en oxigeno a los tejidos de los 6rganos esenciales del cuerpo.
Nefropatia: Término médico utilizado para describir cualquier enfermedad, dano
o patologia que afecta al rifidn.

Base de schiff: Compuesto intermedio de vida media muy breve, que se origina
durante algunas reacciones quimicas por reaccion de un grupo amino con un grupo

carbonilo.

Radicales libres: Tipo de molécula inestable que se forma durante el metabolismo
normal de las células. Los radicales libres a veces se concentran en las células y dafian

otras moléculas, como el ADN, lipidos y proteinas.

Cetoaminas: También llamadas fructosaminas, compuestos organicos que
corresponden a un grupo heterogéneo de proteinas glicadas, sirven como indicador del

control metabdlico de los pacientes con diabetes mellitus.

Aminoguanidina: Compuesto quimico organico estudiado por su potencia

terapéutico, principalmente por su capacidad para inhibidor de AGEs.

Sesquiterpenoides: Terpenoides de 15 carbonos (terpenoides de un

monoterpenoide y medio).

Policétidos: Productos naturales producidos por organismos Vivos
(principalmente bacterias, hongos y plantas) que presentan actividades bioldgicas, entre

ellas a antibitticos, inmunosupresores, anticancerigenos y antiparasitarios.

Eluente: Disolvente organico o combinacién de disolventes. Componente de la
fase movil en una técnica de separacion cromatografica, arrastra y trasporta los

componentes de la muestra a través de la fase estacionaria.
Anexos

Anexo A. Calculos para las alicuotaciones de las 23 fracciones secundarias restantes de
los lotes 1, 2, 3y 4.

Lote 1

Fraccion 1.2.1
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Tabla 12. Calculos para la alicuotacién de la fraccién 1.2.1

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccién 1.2.1

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
by . solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto extracto extracto
total total
1aq ld [a] [a] [ug] [uL] [hg/uL]
- 5.209 5.338 0.129 129000 100000 1.29
Ensayo MTT
[uL/5 [uL/5 Hg/5 Mg / Pozo_
MV Pozo_ MTT MV “5,ITPT°Z°— TRIPLICADO  pozos] pozos] Pozo_ MTT MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [uL/5 [ng/5
[wg/mL o /pozo] [ug/5 pozos] [ngl pozos] pozos] pozos] [ug/pozo]
C1 5.0 25.0 75.0 19.4 20.0 25.8 5.2
C2 35.0 175.0 525.0 135.7 136.0 175.4 35.1
C3 70.0 350.0 1050.0 271.3 272.0 350.9 70.2
Cc4 105.0 525.0 1575.0 407.0 407.0 525.0 105.0
C5 140.0 700.0 2100.0 542.6 543.0 700.5 140.1
5325.0 1376.0 1378.0 1777.6 355.5

40 mg de muestra para hacer los analisis de antiproliferacion (1 vial).

mg _(cada Mg (_cada TRIPLICADO pg ML teorls:os ML practl_cos (cada ug practl_cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
40.0 40000.0 120000.0 31007.8 31008.0 40000.3
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
31.0 31.0 40.0
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
ma (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos (cada g practicos (cada
g:/i(al) vial) TRIPLICADO pg (cada vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 4961.2 4962.0 6401.0
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
5.0 5.0 6.4
2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
mg (cada Mg (cada TRIPLICADO ML tedricos ML practicos (cada pg practicos (cada
vial) vial) Hg (cada vial) vial) vial)
24 2400.0 7200.0 1860.5 1861.0 2400.7
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
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1.9 1.9

24

12 mg de muestra para hacer la prueba antibiética (1 vial)

mg (cada Hg (cada QUINTUPLICADO ML tedricos ML practicos (cada pg practicos (cada
vial) vial) Hg (cada vial) vial) vial)
12.0 12000.0 60000.0 9302.3 9303.0 12000.9
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
9.3 9.3 12.0
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg (cada Mg (cada QUINTUPLICADO ML tedricos ML practicos (cada g practicos (cada
vial) vial) Mg (cada vial) vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 775.2 776.0 1001.0
Reserva (1 vial con 46.0 mg)
mg _(cada Mg (_cada TRIPLICADO pg ML teons:os ML practl_cos (cada pug practl_cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 77519.4 77520.0 100000.8
40.0 40000.0 120000.0 31007.8 31008.0 40000.3
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
77.519 77.5 100.0
31.008 31.0 40.0
Fraccion 1.2.3
Tabla 13. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 1.2.3
Graphostroma sp SGSGf22 Fraccién 1.2.3
# de Peso Peso vial Peso Peso Volumen Concentracion; Peso del
L. - solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto  extracto extracto
total total
123 [o] [q] [ug] [uL] /L]
- 5.248 5.28 0.032 32000 100000 0.32
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa
mg (cada Mg (cada TRIPLICADO L teéricos pL practicos ug practicos (cada
vial) vial) ug (cada vial) (cada vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 20000.0 20000.0 6400.0
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
20.0 20.0 6.4

2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
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mg (cada Mg (cada TRIPLICADO L tedricos pL practicos Mg practicos (cada
vial) vial) ug (cada vial) (cada vial) vial)
24 2400.0 7200.0 7500.0 7500.0 2400.0
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
7.5 7.5 24
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO WG 42 vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 3125.0 3125.0 1000.0
Reserva (1 vial con 1.6 mg)
mg (cada Mg (cada UL tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO ug (cada vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 312500.0 312500.0 100000.0
50.0 50000.0 150000.0 156250.0 156250.0 50000.0
mL teéricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
312.500 312.5 100.0
156.250 156.3 50.0

Fraccion 1.2.4
Tabla 14. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 1.2.4

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccion 1.2.4

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
. ! solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto extracto extracto
total total
1.2.4 [g] [a] [a] [ng] [bg/uL]
- 5.36 5.464 0.104 104000 100000 1.04
Ensayo MTT
[uL/5 [uL/5 Mg/ 5 Hg / Pozo_
MIV Pozo_MTT MV 'a%ozo_ TRIPLICADO  pozos] pozos] Pozo_ MTT MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [ML/5 [ng/5
[ug/mL o /pozo] [ug/5 pozos] [ng] pozos] pozos] pozos] [bg/pozo]
C1 5.0 25.0 75.0 24.0 24.0 25.0 5.0
C2 35.0 175.0 525.0 168.3 169.0 175.8 35.2
C3 70.0 350.0 1050.0 336.5 337.0 350.5 70.1
C4 105.0 525.0 1575.0 504.8 505.0 525.2 105.0
C5 140.0 700.0 2100.0 673.1 673.0 699.9 140.0
5325.0 1706.7 1708.0 1776.3 355.3
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40 mg de muestra para hacer los analisis de antiproliferacion (1 vial).

. . L tedricos L practicos
mg (cada vial) pug (cadavial) TRIPLICADO ug F;cada vial) p(cgda vial)
40.0 40000.0 120000.0 38461.5 38462.0
mL tedricos mL practicos
(cada vial) (cada vial)
38.5 38.5

Mg practicos
(cada vial)

40000.5

mg practicos
(cada vial)

40.0

6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.

mg (cada vial) Mg (cada vial) TRIPLICADO ug ‘zt;g:lj?;)s ":;ap;ic:ii:ﬁs
6.4 6400.0 19200.0 6153.8 6154.0
mL tedricos mL practicos
(cada vial) (cada vial)
6.2 6.2

Mg practicos
(cada vial)

6400.2

mg practicos
(cada vial)

6.4

2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa

g (cada via) " (cadavial) TRIPLICADO pg *z'éatde:r\',f;)s ”:'cap;ic\fii‘a’f)s
24 2400.0 7200.0 2307.7 2308.0
mL tedricos mL practicos
(cada vial) (cada vial)
23 23

Mg practicos
(cada vial)

2400.3

mg practicos
(cada vial)

24

12 mg de muestra para hacer la prueba antibiética (2 viales)

mg (cada Mg (cada uL tedricos ML practicos Mg practicos
vial) vial) QUINTUPLICADO pg (cada vial) (cada vial) (cada vial)
12.0 12000.0 60000.0 11538.5 11539.0 12000.6
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
11.5 11.5 12.0
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg (cada Hg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos
vial) vial) QUINTUPLICADO pg (cada vial) (cada vial) (cada vial)
1.0 1000.0 5000.0 961.5 962.0 1000.5
Reserva (1 vial con 4.88 mg)
mg (cada Mg (cada TRIPLICADO pL teéricos pL practicos Mg practicos
vial) vial) Mg (cada vial) (cada vial) (cada vial)
100.0 100000.0 300000.0 96153.8 96154.0 100000.2
15.0 15000.0 45000.0 144231 14423.0 14999.9
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mL tedricos mL practicos mg practicos

(cada vial) (cada vial) (cada vial)
96.154 96.2 100.0
14.423 14.4 15.0

Fraccion 1.2.5
Tabla 15. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 1.2.5

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccion 1.2.5

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
L. - solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto  extracto extracto
total total
1.2.5 [a] [a] [d] [mal [uL] [ng/uL]
- 5.252 5.303 0.051 51000 100000 0.51
20 mg de muestra para hacer los analisis de antiproliferacién (1 vial).
mg _(cada Mg (_cada TRIPLICADO pg ML teérigos ML précti_cos (cada g précti_cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
20.0 20000.0 60000.0 39215.7 39216.0 20000.2
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
39.2 39.2 20.0

6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.

mg _(cada Mg (_cada TRIPLICADO pg ML teons:os ML practl_cos (cada g practl_cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 12549.0 12549.0 6400.0
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
12.5 12.5 6.4

2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa

mg _(cada Mg (_cada TRIPLICADO g ML teorlc_:os ML practl_cos (cada g practl_cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
24 2400.0 7200.0 4705.9 4706.0 2400.1
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
4.7 4.7 24

Para HPLC se necesita 1 mg de muestra

mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 1960.8 1961.0 1000.1
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Reserva (1 vial con 1.6 mg)

mg (cada Mg (cada ML tedricos
vial) vial) TRIPLICADO pg (cada vial)
100.0 100000.0 300000.0 196078.4
2.0 2000.0 6000.0 3921.6
mL tedricos
(cada vial)
196.078
3.922

ML practicos
(cada vial)

196079.0
3922.0

mL practicos
(cada vial)

196.1
3.9

Mg practicos (cada
vial)

100000.3
2000.2

mg practicos
(cada vial)

100.0
2.0

Fraccion 1.2.7

Tabla 16. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 1.2.7

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccién 1.2.7

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
. ! solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto extracto extracto
total total
1g7 [a] [a] [ug] [ng/uL]
- 5.356 5.471 0.115 115000 100000 1.15
Ensayo MTT
[uL/5 [ML/5 Hg/5 Hg / Pozo_
MV Pozo_mTT MV IafT"m— TRIPLICADO  pozos] pozos]  Pozo_MTT MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [uL/5 [ng/5
[bg/mL o /pozo] [ug/5 pozos] [ng] pozos] pozos] pozos] [Hg/pozo]
Cc1 5.0 25.0 75.0 21.7 22.0 25.3 5.1
C2 35.0 175.0 525.0 152.2 152.0 174.8 35.0
C3 70.0 350.0 1050.0 304.3 304.0 349.6 69.9
C4 105.0 525.0 1575.0 456.5 457.0 525.6 105.1
C5 140.0 700.0 2100.0 608.7 609.0 700.4 140.1
5325.0 1543.5 1544.0 1775.6 355.1

40 mg de muestra para hacer los analisis de antiproliferacion (1 vial).

mgiade  ¥9(HR tmeucabouy Heletnees
40.0 40000.0 120000.0 34782.6
mL tedricos
(cada vial)

34.8

ML practicos
(cada vial)

34783.0

mL practicos
(cada vial)

34.8

Mg practicos (cada
vial)

40000.5

mg practicos (cada
vial)

40.0

6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
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mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 5565.2 5565.0 6399.8
mL tedricos mL practicos mg practicos (cada
(cada vial) (cada vial) vial)
5.6 5.6 6.4
2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO MG o 4a vial) (cada vial) vial)
24 2400.0 7200.0 2087.0 2087.0 2400.1
mL tedricos mL practicos mg practicos (cada
(cada vial) (cada vial) vial)
21 21 2.4
12 mg de muestra para hacer la prueba antibiotica (1 vial)
mg (cada ng (cada QUINTUPLICADO ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) Hg (cada vial) (cada vial) vial)
12.0 12000.0 60000.0 10434.8 10435.0 12000.3
mL tedricos mL practicos mg practicos (cada
(cada vial) (cada vial) vial)
10.4 10.4 12.0
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 869.6 870.0 1000.5
Reserva (1 vial con 29.1 mg)
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 86956.5 86957.0 100000.6
26.0 26000.0 78000.0 22608.7 22610.0 26001.5
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
86.957 87.0 100.0
22.609 22.6 26.0

Fraccion 1.2.10

Tabla 17. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 1.2.10

Graphostroma sp SGSGf22 Fracciéon 1.2.10

74



. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
. . solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto extracto extracto
total total
1210 1@ [a] [a] [ug] [uL] [hg/uL]
- 5.378 5.417 0.039 39000 100000 0.39
Ensayo MTT
[uL/5 [uL/5 Hg/5 Mg / Pozo_
MV Pozo_ MTT MV IafT‘m— TRIPLICADO  pozos] pozos] Pozo_ MTT MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [uL/5 [ng/5
[ug/mL o /pozo] [pg/5 pozos] [ngl pozos] pozos] pozos] [ug/pozo]
Cc1 5.0 25.0 75.0 64.1 64.0 25.0 5.0
C2 35.0 175.0 525.0 448.7 449.0 175.1 35.0
C3 70.0 350.0 1050.0 897.4 898.0 350.2 70.0
C4 105.0 525.0 1575.0 1346.2 1347.0 525.3 105.1
C5 140.0 700.0 2100.0 1794.9 1795.0 700.0 140.0
5325.0 4551.3 4553.0 1775.7 355.1

6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.

mg (cada  pg(cada o) 1cADO g

vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 16410.3
mL tedricos (cada mL p
vial)
16.4

UL tedricos (cada pL practicos (cada

vial)
16411.0

racticos (cada
vial)

16.4

Mg practicos (cada

vial)
6400.3

mg practicos
(cada vial)

6.4

2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa

mg (cada  pg(cada o) 1cADO g

ML tedricos (cada L practicos (cada

vial) vial) vial) vial)
24 2400.0 7200.0 6153.8 6154.0
mL tedricos (cada mL practicos (cada
vial) vial)
6.2 6.2

Mg practicos (cada

vial)
2400.1

mg practicos
(cada vial)

2.4

Para HPLC se necesita 1 mg de muestra

. Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos
mg (cada vial) vial) QUINTUPLICADO ug (cada vial) (cada vial) (cada vial)
1.0 1000.0 5000.0 2564.1 2564.0 1000.0
Reserva (1 vial con 2.8 mg)
. Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos
mg (cadavial) ")) TRIPLICADO ug (cada vial) (cada vial) (cada vial)
100.0 100000.0 300000.0 256410.3 256411.0 100000.3
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25.0 25000.0 75000.0 64102.6 64103.0 25000.2
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
256.410 256.4 100.0
64.103 64.1 25.0

Fraccion 1.2.13 (S)
Tabla 18. Calculos para la alicuotacion de la fraccién 1.2.13 (S)

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccién 1.2.13 (S)

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
e ! solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto  extracto extracto
total total
1213 @ [a] [a] [ug] [uL] [ug/uL]
- 13.211 13.348 0.137 137000 100000 1.37
Ensayo MTT
[uL/5 [uL/5 Mg /5 Mg / Pozo_
M/V Pozo_ MTT MV DPOZ0- TRIPLICADO  pozos]  pozos]  Pozo_MTT  MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [uL/5 [ng/5
[ug/mL o /pozo] [ug/5 pozos] [mgl pozos] pozos] pozos] [ug/pozo]
C1 5.0 25.0 75.0 18.2 18.0 24.7 4.9
C2 35.0 175.0 525.0 127.7 128.0 175.4 35.1
C3 70.0 350.0 1050.0 255.5 256.0 350.7 70.1
C4 105.0 525.0 1575.0 383.2 383.0 524.7 104.9
C5 140.0 700.0 2100.0 510.9 511.0 700.1 140.0
5325.0 1295.6 1296.0 1775.5 355.1
40 mg de muestra para hacer los analisis de antiproliferacion (1 vial).
mg (cada Mg (cada ML teéricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO Mg o da vial) (cada vial) vial)
40.0 40000.0 120000.0 291971 29197.0 39999.9
mL tedricos mL practicos mg practicos (cada
(cada vial) (cada vial) vial)
29.2 29.2 40.0
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
ma (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
gvi(al) vial) TRIPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 4671.5 4672.0 6400.6
mL teéricos mL practicos mg practicos (cada
(cada vial) (cada vial) vial)
4.7 4.7 6.4
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2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa

mglcada MO tpucaboyg  HLetlcee  Moprdctices v prictices cace
24 2400.0 7200.0 1751.8 1752.0 2400.2
mL tedricos mL practicos mg practicos (cada
(cada vial) (cada vial) vial)
1.8 1.8 2.4

12 mg de muestra para hacer la prueba antibioética (2 viales)

mg (caavia) PS(OH%  quiTuRLicabog  fLletTEss  MCprictioes ke pricties
12.0 12000.0 60000.0 8759.1 8759.0 11999.8
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
8.8 8.8 12.0

Para HPLC se necesita 1 mg de muestra

mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO ug (cada vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 729.9 730.0 1000.1

Reserva (1 vial con 38.2 mg)

mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 72992.7 72993.0 100000.4
25.0 25000.0 75000.0 18248.2 18248.0 24999.8
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
72.993 73.0 100.0
18.248 18.2 25.0

Fraccion 1.2.14
Tabla 19. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 1.2.14

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccion 1.2.14

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
by g solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto extracto extracto
total total
1o1a 1 [a] [a] [ug] [uL] [Mg/uL]
- 5.41 5.581 0.171 171000 100000 1.71
Ensayo MTT
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[uL/5 [ML/5 Mg /5 Mg / Pozo_

MV Pozo_ MTT MV “‘:’ITPT"N— TRIPLICADO  pozos] pozos] Pozo_ MTT MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [uL/s [ng/5
[ug/mL o /pozo] [ug/S pozos] [ug] pozos] pozos] pozos] [Hg/pozo]
C1 5.0 25.0 75.0 14.6 15.0 25.7 5.1
C2 35.0 175.0 525.0 102.3 103.0 176.1 35.2
C3 70.0 350.0 1050.0 204.7 205.0 350.6 70.1
C4 105.0 525.0 1575.0 307.0 307.0 525.0 105.0
C5 140.0 700.0 2100.0 409.4 410.0 701.1 140.2
5325.0 1038.0 1040.0 1778.4 355.7
40 mg de muestra para hacer los analisis de antiproliferacion (1 vial).
mg .(cada Mg (_cada TRIPLICADO ug ML teoris:os ML practi_cos Mg practi_cos (cada
vial) vial) (cada vial) (cada vial) vial)
40.0 40000.0 120000.0 23391.8 23392.0 40000.3
mL tedricos mL practicos mg practicos (cada
(cada vial) (cada vial) vial)
23.4 23.4 40.0
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
d Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
m%i(:r; a vial) TRIPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 3742.7 3743.0 6400.5
mL teéricos mL practicos mg practicos (cada
(cada vial) (cada vial) vial)
3.7 3.7 6.4
2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
d Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
mgVi(;:Ia; a vial) TRIPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
24 2400.0 7200.0 1403.5 1404.0 2400.8
mL teéricos mL practicos mg practicos (cada
(cada vial) (cada vial) vial)
1.4 1.4 2.4
12 mg de muestra para hacer la prueba antibioética (2 viales)
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos
vial) vial) QUINTUPLICADO ug (cada vial) (cada vial) (cada vial)
12.0 12000.0 60000.0 7017.5 7018.0 12000.8
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
7.0 7.0 12.0
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Para HPLC se necesita 1 mg de muestra

mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 584.8 585.0 1000.4
Reserva (1 vial con 66.35 mg)
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO ug (cada vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 58479.5 58480.0 100000.8
25.0 25000.0 75000.0 29239.8 29240.0 50000.4
mL teéricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
58.480 58.5 100.0
29.240 29.2 50.0
LOTE 2

Fraccion 2.2.1
Tabla 20. Calculos para la alicuotacién de la fraccién 2.2.1

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccién 2.2.1

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
. - solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto extracto extracto
total total
0oq 1l [a] [a] [ug] [uL] [ug/uL]
- 5.391 5.460 0.069 69000 100000 0.69
Ensayo MTT
[ML/5 [ML/5 Mg /5 Mg/ Pozo_
MV Pozo_ MTT MV ,‘;’IrT"m— TRIPLICADO  pozos] pozos] Pozo_ MTT MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [uL/5 [ng/5
[ng/mL o /pozo] [pg/5 pozos] [mngl pozos] pozos] pozos] [ng/pozo]
C1 5.0 25.0 75.0 36.2 36.0 24.8 5.0
C2 35.0 175.0 525.0 253.6 254.0 175.3 351
C3 70.0 350.0 1050.0 507.2 507.0 349.8 70.0
C4 105.0 525.0 1575.0 760.9 761.0 525.1 105.0
C5 140.0 700.0 2100.0 1014.5 1015.0 700.4 140.1
5325.0 2572.5 2573.0 1775.4 355.1
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
mg .(cada Mg (_cada TRIPLICADO g MuL teorlf:os ML practl_cos (cada ug practl_cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 9275.4 9276.0 6400.4
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mL teéricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)

9.3 9.3 6.4

2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa

ms:l i(:la;da pgv(igla)da TRIPLICADO g |.(|I£at§:|;i’?::l)s ML préccii(azci))s (cada pg préc\:iig:;s (cada
24 2400.0 7200.0 3478.3 3479.0 2400.5
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
3.5 3.5 24

12 mg de muestra para hacer la prueba antibiética (2 viales)

mgleaa Mgl quNTUPLICADOW  feseoTEee  MCprictces  wg prictces
12.0 12000.0 60000.0 17391.3 17391.0 11999.8
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
17.4 17.4 12.0

Para HPLC se necesita 1 mg de muestra

mg (cada Mg (cada
vial) vial)

ML tedricos (cada ML practicos Mg practicos (cada

QUINTUPLICADO ug vial) (cada vial) vial)

1.0 1000.0 5000.0 1449.3 1450.0 1000.5

Reserva (1 vial con 9.3 mg)

mg (cada Mg (cada WL tedricos (cada WL practicos  pg practicos (cada

TRIPLICADO pg

vial) vial) vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 144927.5 144928.0 100000.3
5.0 5000.0 15000.0 7246.4 72464.0 50000.2
mL tedricos (cada mL practicos mg practicos
vial) (cada vial) (cada vial)
144.928 144.9 100.0
7.246 72.5 50.0

Fraccion 2.2.3
Tabla 21. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 2.2.3

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccion 2.2.3

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
g . solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto  extracto extracto
total total
223 [g] [g] [a] [ngl [pL] [bg/uL]
- 5.433 5.500 0.067 67000 100000 0.67
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Ensayo MTT

M/V 5 Pozo [uL/5 [uL/5 Hg/5 Mg / Pozo_
M/V Pozo_ MTT MTT TRIPLICADO pozos] pozos] Pozo_ MTT MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [uL/5 [ng/5
[ug/mL o /pozo] [ug/5 pozos] [ng] pozos] pozos] pozos] [Hg/pozo]
C1 5.0 25.0 75.0 373 38.0 25.5 5.1
C2 35.0 175.0 525.0 261.2 261.0 174.9 35.0
C3 70.0 350.0 1050.0 522.4 523.0 350.4 70.1
C4 105.0 525.0 1575.0 783.6 783.0 524.6 104.9
C5 140.0 700.0 2100.0 1044.8 1045.0 700.2 140.0
5325.0 2649.3 2650.0 1775.5 355.1
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos (cada pg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO Mg (¢aqa vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 9552.2 9552.0 6399.8
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos (cada
(cada vial) vial) vial)
9.6 9.6 6.4
2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
d Mg (cada ML tedricos ML practicos (cada g practicos (cada
mgvi(:f)' a vial) TRIPLICADO Mg "o a vial) vial) vial)
24 2400.0 7200.0 3582.1 3582.0 2399.9
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos (cada
(cada vial) vial) vial)
3.6 3.6 2.4
12 mg de muestra para hacer la prueba antibiética (2 viales)
mg (cada ug (cada QUINTUPLICADO pL tedricos (cada pL practicos ug practicos
vial) vial) Mg vial) (cada vial) (cada vial)
12.0 12000.0 60000.0 17910.4 17911.0 12000.4
mL tedricos (cada mL practicos mg practicos
vial) (cada vial) (cada vial)
17.9 17.9 12.0
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg .(cada Mg (_cada QUINTUPLICADO ug ML teorlt_:os (cada uL practl_cos Hg pract!cos (cada
vial) vial) vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 1492.5 1493.0 1000.3
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Reserva (1 vial con 8.1 mg)

mg (cada  pg (cada TRIPLICADO pg

UL tedricos (cada ML practicos Mg practicos (cada

vial) vial) vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 149253.7 105263.0 70526.2
5.0 5000.0 15000.0 74626.9 52632.0 35263.4
mL tedricos (cada mL practicos mg practicos
vial) (cada vial) (cada vial)
149.254 105.3 70.5
74.627 52.6 353
Fraccion 2.2.5
Tabla 22. Calculos para la alicuotacion de la fraccidén 2.2.5
Graphostroma sp SGSGf22 Fraccion 2.2.5
# de Peso Peso vial Peso Peso Volumen Concentracion; Peso del
L. - solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto  extracto extracto
total total
225 [d] [d] [d] [mal [uL] [ng/uL]
- 5.253 5.348 0.095 95000 100000 0.95
Ensayo MTT
M/V Pozo_ MV5  TRIPLICAD [g:(’) ‘Z] [(')‘:é i] pold / ,S’ITT ug/Pozo_ MTT
MTT Pozo_MTT o pozc pozo - practico
tedrica practica practico
[ug/mL o [ba/5 [uL/5 [uL/s [ng/5
Ipozo] pozos] ol pozos] pozos] pozos] [bg/pozo]
Cc1 5.0 25.0 75.0 26.3 27.0 25.6 5.1
Cc2 35.0 175.0 525.0 184.2 184.0 174.8 35.0
C3 70.0 350.0 1050.0 368.4 369.0 350.5 70.1
Cc4 105.0 525.0 1575.0 552.6 553.0 525.3 105.1
C5 140.0 700.0 2100.0 736.8 737.0 700.1 140.0
5325.0 1868.4 1870.0 1776.5 355.3
40 mg de muestra para hacer los analisis de antiproliferacion (1 vial).
mg (cada ug (cada ML te6rif:os (cada ML précti_cos Mg précti_cos (cada
vial) vial) TRIPLICADO pg vial) (cada vial) vial)
40.0 40000.0 120000.0 42105.3 42106.0 40000.7
mL tedricos (cada mL practicos mg practicos (cada
vial) (cada vial) vial)
42.1 42.1 40.0

6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
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mg .(cada Hg (cada TRIPLICADO pg ML te6rit.:os ML précti.cos (cada ug préct!cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 6736.8 6737.0 6400.1
mL teéricos mL practicos (cada mg practicos (cada
(cada vial) vial) vial)
6.7 6.7 6.4
2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
mg (cada Mg (_cada TRIPLICADO pg uL teorlgos ML practl_cos (cada ug practl_cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
2.4 2400.0 7200.0 2526.3 2527.0 2400.6
mL teéricos mL practicos (cada mg practicos (cada
(cada vial) vial) vial)
2.5 25 2.4
12 mg de muestra para hacer la prueba antibiotica (1 vial)
mg (cada ug (cada QUINTUPLICADO pL teéricos L practicos (cada g practicos (cada
vial) vial) Mg (cada vial) vial) vial)
12.0 12000.0 60000.0 12631.6 12632.0 12000.4
mL teéricos  mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
12.6 12.6 12.0
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 1052.6 1053.0 1000.4
Reserva (1 vial con 8.3 mg)
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 105263.2 105263.0 99999.8
50.0 50000.0 150000.0 52631.6 52632.0 50000.4
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
105.263 105.3 100.0
52.632 52.6 50.0

Fraccion 2.2.7

Tabla 23. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 2.2.7

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccién 2.2.7
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Volumen

Concentracion; Peso del

# de Peso Peso vial Peso Peso
L. - solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto  extracto extracto
total total
N [a] [a] [ng] [uL] [Mg/uL]
- 5.34 5.404 0.064 64000 100000 0.64
Ensayo MTT
M/V Pozo_ M5  TRIPLICAD [g:(’;] [g:c/, 5;] pobg ! Ifm. ug/Pozo_MT
MTT Pozo_ MTT (0] pozc pozo —. T practico
tedrica practica practico
[mg/mL o [ng/5 [uL/5 [ML/5 [nug/5
Ipozo] pozos] [l pozos] pozos] pozos] [hg/pozo]
Cc1 5.0 25.0 75.0 39.1 39.0 25.0 5.0
C2 35.0 175.0 525.0 273.4 274.0 175.4 35.1
C3 70.0 350.0 1050.0 546.9 547.0 350.1 70.0
C4 105.0 525.0 1575.0 820.3 821.0 525.4 105.1
C5 140.0 700.0 2100.0 1093.8 1094.0 700.2 140.0
5325.0 2773.4 2775.0 1776.0 355.2

6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.

mg (cada Mg (cada

vial) vial) (cada vial)

TRIPLICADO pg ML tedricos ML practicos (cada pg practicos (cada

vial)

6.4 6400.0 19200.0 10000.0 10000.0 6400.0

mL tedricos mL practicos (cada mg practicos (cada

(cada vial)

10.0

vial)

6.4

2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa

mg (cada Mg (cada TRIPLICADO pg ML tedricos ML practicos (cada pg practicos (cada

vial) vial) (cada vial) vial)
24 2400.0 7200.0 3750.0 3750.0 2400.0
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos (cada
(cada vial) vial)
3.8 2.4
12 mg de muestra para hacer la prueba antibiética (2 viales)
mg (cada Mg (cada QUINTUPLICADO ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) Mg (cada vial) (cada vial) vial)
12.0 12000.0 60000.0 18750.0 18750.0 12000.0
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
18.8 18.8 12.0

Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
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mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Hg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO ug (cada vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 1562.5 1563.0 1000.3
Reserva (1 vial con 5.8 mg)
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO ug (cada vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 156250.0 156250.0 100000.0
38.0 38000.0 114000.0 59375.0 59375.0 38000.0
mL teéricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
156.250 156.3 100.0
59.375 59.4 38.0

Fraccion 2.2.8
Tabla 24. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 2.2.8

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccién 2.2.8

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
L. - solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto  extracto extracto
total total
2.2.8 [a] [a] [a] [ug] [wL] [ng/uL]
- 5.343 5.389 0.046 46000 100000 0.46
Ensayo MTT
[uL/5 [uL/5 Mg/ 5Pozo_ ug/Pozo_
MV Pozo_ MTT MV “‘:’ITPT"“— TRIPLICADO  pozos] pozos] MTT MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [uL/5
[ug/mL o /pozo] [pg/5 pozos] [bg] pozos] pozos] [ug/5 pozos]  [upg/pozo]
C1 5.0 25.0 75.0 54.3 55.0 25.3 5.1
C2 35.0 175.0 525.0 380.4 381.0 175.3 35.1
C3 70.0 350.0 1050.0 760.9 761.0 350.1 70.0
C4 105.0 525.0 1575.0 1141.3 1142.0 525.3 105.1
C5 140.0 700.0 2100.0 1521.7 1522.0 700.1 140.0
5325.0 3858.7 3861.0 1776.1 355.2
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
mg (cada Mg (cada UL tedricos ML practicos (cada g practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO pg (cada vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 13913.0 13913.0 6400.0
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos (cada
(cada vial) vial) vial)
13.9 13.9 6.4
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2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa

mg (cada Hg (cada TRIPLICADO ug ML teorn.:os ML practl.cos (cada ug pract!cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
24 2400.0 7200.0 5217.4 5218.0 2400.3
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos (cada
(cada vial) vial) vial)
5.2 5.2 2.4
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO MG 42 vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 2173.9 2174.0 1000.0
Reserva (1 vial con 9.7 mg)
mg (cada Mg (cada ML tedricos WL practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 217391.3 217392.0 100000.3
38.0 38000.0 114000.0 82608.7 82609.0 38000.1
mL teéricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
217.391 217.4 100.0
82.609 82.6 38.0

Fraccion 2.2.11
Tabla 25. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 2.2.11

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccion 2.2.11

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
. - solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto  extracto extracto
total total
2211 [a] [d] [d] [mal [uL] [ng/uL]
- 5.237 5.266 0.029 29000 100000 0.29
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
ma (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos (cada pg practicos (cada
gvi(al) vial) TRIPLICADO pg (cada vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 22069.0 22069.0 6400.0
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
221 221 6.4

2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
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mg (cada Hg (cada TRIPLICADO pg ML teom.:os ML practl.cos (cada ug pract!cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
24 2400.0 7200.0 8275.9 8276.0 2400.0
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
8.3 8.3 24
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO MG * 42 vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 3448.3 3449.0 1000.2
Reserva (1 vial con 5.5 mg)
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO ug (cada vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 344827.6 344828.0 100000.1
38.0 38000.0 114000.0 131034.5 131035.0 38000.1
mL teéricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
344.828 3448 100.0
131.034 131.0 38.0

Fracciéon 2.2.13 (S)
Tabla 26. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 2.2.13 (S)

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccién 2.2.13 (S)

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
. ! solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto  extracto extracto
total total
L /uL
2.2.13 (S) [g] [g] [a] [ngl [pL] [bg/uL]
8.065 8.126 0.061 61000 100000 0.61
Ensayo MTT
[uL/5 [uL/5 Mg/ 5Pozo_ ug/Pozo_
MIV Pozo_MTT MV n‘r,’ITPT"m— TRIPLICADO  pozos] pozos] MTT MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [uL/5
[ug/mL o /pozo] [ug/5 pozos] [ng] pozos] pozos] [ng/5 pozos] [ug/pozo]

C1 5.0 25.0 75.0 41.0 41.0 25.0 5.0
C2 35.0 175.0 525.0 286.9 287.0 175.1 35.0
C3 70.0 350.0 1050.0 573.8 574.0 350.1 70.0
C4 105.0 525.0 1575.0 860.7 861.0 525.2 105.0
C5 140.0 700.0 2100.0 1147.5 1148.0 700.3 140.1
5325.0 2909.8 2911.0 1775.7 355.1
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6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.

mg -(cada pgv(igf)da TRIPLICADO ug ML teor;llti:ac:)s (cada p(I; ggzc\:li;tl:;s Hg prac‘:li;:;s (cada
vial)
6.4 6400.0 19200.0 10491.8 10492.0 6400.1
mL tedricos (cada mL practicos mg practicos
vial) (cada vial) (cada vial)
10.5 10.5 6.4
2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
mg (cada bri acti acti
g ( Mg (_cada TRIPLICADO pg uL teorlt_:os (cada ML practl_cos Mg practl_cos (cada
vial) vial) vial) (cada vial) vial)
24 2400.0 7200.0 3934.4 3935.0 2400.4
mL teéricos (cada mL practicos mg practicos
vial) (cada vial) (cada vial)
3.9 3.9 2.4
12 mg de muestra para hacer la prueba antibiética (2 viales)
mg (cada Mg (cada QUINTUPLICADO pL tedricos L practicos (cada g practicos (cada
vial) vial) Mg (cada vial) vial) vial)
12.0 12000.0 60000.0 19672.1 19672.0 11999.9
mL teéricos  mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
19.7 19.7 12.0
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Hg practicos
vial) vial) QUINTUPLICADO pg (cada vial) (cada vial) (cada vial)
1.0 1000.0 5000.0 1639.3 1640.0 1000.4
Reserva (1 vial con 0.3 mg)
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Hg practicos
vial) vial) TRIPLICADO ug (cada vial) (cada vial) (cada vial)
100.0 100000.0 300000.0 163934.4 163935.0 100000.4
38.0 38000.0 114000.0 62295.1 62295.0 38000.0
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
163.934 163.9 100.0
62.295 62.3 38.0

Fraccion 2.2.14
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Tabla 27. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 2.2.14

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccion 2.2.14

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
. - solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto  extracto extracto
total total
0o1a 19l [a] [a] [ug] [uL] [hg/uL]
- 5.272 5.335 0.063 63000 100000 0.63
Ensayo MTT
[uL/5 [mL/5 Mg/ 5 Hg / Pozo_
M/V Pozo_ MTT MV DPoZo-  TRIPLICADO  pozos]  pozos|  Pozo_MTT — MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [ML/5 [ng/5
[ng/mL o /pozo] [ug/5 pozos] [ng] pozos] pozos] pozos] [Hg/pozo]
C1 5.0 25.0 75.0 39.7 40.0 25.2 5.0
C2 35.0 175.0 525.0 277.8 278.0 175.1 35.0
C3 70.0 350.0 1050.0 555.6 556.0 350.3 70.1
C4 105.0 525.0 1575.0 833.3 834.0 525.4 105.1
C5 140.0 700.0 2100.0 11111 1111.0 699.9 140.0
5325.0 2817.5 2819.0 1776.0 355.2
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
mg .(cada Hg (cada TRIPLICADO pg ML teorls:os ML practl.cos (cada ug pract!cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 10158.7 10159.0 6400.2
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
10.2 10.2 6.4
2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
mg (cada Mg (_cada TRIPLICADO pg ML teons:os ML practl_cos (cada ug practl_cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
24 2400.0 7200.0 3809.5 3810.0 2400.3
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
3.8 3.8 2.4
12 mg de muestra para hacer la prueba antibioética (2 viales)
mg (cada Mg (cada QUINTUPLICADO pL teéricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) Hg (cada vial) (cada vial) vial)
12.0 12000.0 60000.0 19047.6 19048.0 12000.2
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
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19.0 19.0

12.0

Para HPLC se necesita 1 mg de muestra

micads  VO(MI  qUNTUPLICADONg  Melodfees W prictices  bg pricies cada
1.0 1000.0 5000.0 1587.3 1588.0 1000.4
Reserva (1 vial con 2.7 mg)
mglads VO tpucADOg  Meledrees  Mprdcices g pricicos cads
100.0 100000.0 300000.0 158730.2 158730.0 99999.9
50.0 50000.0 150000.0 79365.1 79365.0 49999.9
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
158.730 158.7 100.0
79.365 79.4 50.0

Fraccion 3.2.1
Tabla 28. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 3.2.1

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccién 3.2.1

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
e - solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto extracto extracto
total total
3gq 1 [a] [a] [ug] [uL] [Mg/uL]
- 5.381 5.412 0.031 31000 100000 0.31
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
mg (cada Mg (_c:lnlda TRIPLICADO pg uL teéri(_:c:s (cada ML p(l;écti_c?s Mg précti_c?s (cada
vial) vial) vial) (cada vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 20645.2 20645.0 6399.9
mL teéricos (cada mL practicos mg practicos
vial) (cada vial) (cada vial)
20.6 20.6 6.4
2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
mg (cada Mg (_cada TRIPLICADO pg ML te6rif:os (cada ML précti_cos Mg précti_cos (cada
vial) vial) vial) (cada vial) vial)
24 2400.0 7200.0 7741.9 7742.0 2400.0
mL tedricos (cada mL practicos mg practicos
vial) (cada vial) (cada vial)
7.7 7.7 24

Para HPLC se necesita 1 mg de muestra (4 viales)
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micads  Mg(caa  quNTUPLIGADOjg  MLisdrees  Mpriclies  wg praclces ads
1.0 1000.0 5000.0 3225.8 3226.0 1000.1
Reserva (1 vial con 0.7 mg)
molaa  M9(ck  tmpucADoyg  MLledrees  Mprictoes g prictices caca
100.0 100000.0 300000.0 322580.6 322581.0 100000.1
50.0 50000.0 150000.0 161290.3 161290.0 49999.9
mL teéricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
322.581 322.6 100.0
161.290 161.3 50.0

Fraccion 3.2.3
Tabla 29. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 3.2.3

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccién 3.2.3

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
L. - solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto  extracto extracto
total total
3.2.3 [a] [a] [a] [ug] [wL] [ng/uL]
- 5.358 5.386 0.028 28000 100000 0.28
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa (2 viales)
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos (cada Mg practicos (cada
vial) vial)y  TRIPLICADOWg (o4 vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 22857.1 22857.0 6400.0
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
229 22.9 6.4
2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
mg (cada Mg (cada TRIPLICADO ML tedricos ML practicos (cada Mg practicos (cada
vial) vial) Hg (cada vial) vial) vial)
24 2400.0 7200.0 8571.4 8572.0 2400.2
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
8.6 8.6 24
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg (cada Hg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
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1.0

1000.0 5000.0 3571.4 3572.0 1000.2

Reserva (1 vial con 2.3 mg)

mg (cada
vial)

100.0
50.0

Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) TRIPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
100000.0 300000.0 357142.9 357143.0 100000.0
50000.0 150000.0 178571.4 178572.0 50000.2
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
357.143 3571 100.0
178.571 178.6 50.0

Fraccion 3.2.4

Tabla 30. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 3.2.4

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccion 3.2.4

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
L. - solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto  extracto extracto
total total
324 [d] [d] [d] 1< (L] [wg/uL]
- 5.41 5.451 0.041 41000 100000 0.41
Ensayo MTT
[uL/5 [uL/5 Hg/5 Hg / Pozo_
MIV Pozo_ MTT MV I‘;’I1'.°T°z°— TRIPLICADO  pozos] pozos] Pozo_ MTT MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [uL/5 [ng/5
[ng/mL o /pozo] [ug/5 pozos] [ug] pozos] pozos] pozos] [Hg/pozo]
C1 5.0 25.0 75.0 61.0 61.0 25.0 5.0
C2 35.0 175.0 525.0 426.8 427.0 175.1 35.0
C3 70.0 350.0 1050.0 853.7 854.0 350.1 70.0
C4 105.0 525.0 1575.0 1280.5 1281.0 525.2 105.0
C5 140.0 700.0 2100.0 1707.3 1703.0 698.2 139.6
5325.0 4329.3 4326.0 1773.7 354.7
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
mg (cada Mg (cada ML tedricos (cada pL practicos (cada pg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO pg vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 15609.8 15610.0 6400.1
mL teéricos (cada mL practicos (cada mg practicos
vial) vial) (cada vial)
15.6 15.6 6.4

2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
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ML tedricos (cada pL practicos (cada pg practicos (cada

mgv(i(;?)da pgv(i(::l'f)da TRIPLICADO pg vial) vial) vial)
24 2400.0 7200.0 5853.7 5854.0 2400.1
mL teéricos (cada mL practicos (cada mg practicos
vial) vial) (cada vial)
5.9 5.9 24

Para HPLC se necesita 1 mg de muestra

mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO MG 42 vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 2439.0 2439.0 1000.0
Reserva (1 vial con 5.4 mg)
mg _(cada Mg (_cada TRIPLICADO pg uL teorlgos MuL practl_cos Mg practl_cos (cada
vial) vial) (cada vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 243902.4 243903.0 100000.2
3.0 3000.0 9000.0 73171 7317.0 3000.0
mL teéricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
243.902 243.9 100.0
7.317 7.3 3.0

Fraccion 3.2.12

Tabla 31. Calculos para la alicuotacién de la fraccion 3.2.12

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccién 3.2.12

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
s . solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto extracto extracto
total total
P | [a] [q] [ug] [uL] [ug/uL]
- 5.258 5.295 0.037 37000 100000 0.37
Ensayo MTT
[uL/5 [uL/5 Hg/5 Mg / Pozo_
MIV Pozo_MTT MV ,aﬁl?m— TRIPLICADO  pozos] pozos] Pozo_ MTT MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [uL/5 [ng/5
[ug/mL o /pozo] [pg/5 pozos] [ugl pozos] pozos] pozos] [ng/pozo]
C1 5.0 25.0 75.0 67.6 68.0 25.2 5.0
C2 35.0 175.0 525.0 473.0 473.0 175.0 35.0
C3 70.0 350.0 1050.0 945.9 946.0 350.0 70.0
C4 105.0 525.0 1575.0 1418.9 1419.0 525.0 105.0
C5 140.0 700.0 2100.0 1891.9 1892.0 700.0 140.0
5325.0 4797.3 4798.0 1775.3 355.1
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6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.

mg (cada Mg (_cada TRIPLICADO pg ML teorif:os ML practi_cos (cada Mg practi_cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 17297.3 17298.0 6400.3
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
17.3 17.3 6.4
2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
mg (cada Vo] (cada TRIPLICADO pg ML teoru_:os ML practl_cos (cada Hg practl_cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
2.4 2400.0 7200.0 6486.5 6487.0 2400.2
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
6.5 6.5 24
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO MG "2 vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 2702.7 2703.0 1000.1
Reserva (1 vial con 1.2 mg)
mg (cada Mg (cada UL tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO ug (cada vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 270270.3 270270.0 99999.9
3.0 3000.0 9000.0 8108.1 8108.0 3000.0
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
270.270 270.3 100.0
8.108 8.1 3.0

Fraccion 4.2.6
Tabla 32. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 4.2.6

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccion 4.2.6

# de Peso Peso vial Peso Peso Volumen
s g solvente
fraccion Vial con extracto extracto extracto total
age o [a] [a] [ug] [uL]
- 5.279 5.305 0.026 26000 100000

Concentracion; Peso del
extracto / Volumen solvente

total

[ng/uL]

0.26

6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa (2 viales)
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mg (cada Mg (cada TRIPLICADO g uL teoru':os ML practl.cos (cada ug practl_cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 24615.4 24616.0 6400.2
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos (cada
(cada vial) vial) vial)
24.6 24.6 6.4
2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
mg (cada Mg (_cada TRIPLICADO g uL teorlf:os ML practl_cos (cada pug practl_cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
24 2400.0 7200.0 9230.8 9231.0 2400.1
mL teéricos mL practicos (cada mg practicos (cada
(cada vial) vial) vial)
9.2 9.2 24
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO MG 42 vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 3846.2 3846.0 1000.0
Reserva (1 vial con 1.3 mg)
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 384615.4 384616.0 100000.2
50.0 50000.0 150000.0 192307.7 192308.0 50000.1
mL teéricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
384.615 384.6 100.0
192.308 192.3 50.0

Fraccion 4.2.12

Tabla 33. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 4.2.12

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccion 4.2.12

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
gl - solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto extracto extracto
total total
4212 [g] [a] [g] [ng] [pL] [ng/uL]
- 25.228 25.275 0.047 47000 100000 0.47
Ensayo MTT
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[uL/5 [uL/5 Hg/5 Mg / Pozo_
MIV Pozo_ MTT MV “‘:’ITPT"“— TRIPLICADO  pozos] pozos] Pozo_ MTT MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [uL/5 [bg/5
[vg/mL o /pozo] [ug/5 pozos] [ng] pozos] pozos] pozos] [Hg/pozo]
C1 5.0 25.0 75.0 53.2 53.0 249 5.0
C2 35.0 175.0 525.0 372.3 372.0 174.8 35.0
C3 70.0 350.0 1050.0 744.7 745.0 350.1 70.0
C4 105.0 525.0 1575.0 1117.0 1117.0 525.0 105.0
C5 140.0 700.0 2100.0 1489.4 1490.0 700.3 140.1
5325.0 3776.6 3777.0 1775.2 355.0
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
mg (.cada pgv(igla)da TRIPLICADO g '::; ;ggl;il?;)s uL préc\:ii::))s (cada Mg préc‘:ii:?)s (cada
vial)
6.4 6400.0 19200.0 13617.0 13617.0 6400.0
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos (cada
(cada vial) vial) vial)
13.6 13.6 6.4
2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
mg (cada Mg (_cada TRIPLICADO g ML teéri(_:os ML précti_cos (cada Mg précti_cos (cada
vial) vial) (cada vial) vial) vial)
2.4 2400.0 7200.0 5106.4 5107.0 2400.3
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos (cada
(cada vial) vial) vial)
5.1 5.1 2.4
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO ug (cada vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 2127.7 2128.0 1000.2
Reserva (1 vial con 10.8 mg)
mg -(cada Hg (cada TRIPLICADO ug ML teorn':os ML practl_cos Hg practl-cos (cada
vial) vial) (cada vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 212766.0 212766.0 100000.0
10.0 10000.0 30000.0 21276.6 21277.0 10000.2
mL teéricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
212.766 212.8 100.0
21.277 21.3 10.0
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Fraccion 4.2.13
Tabla 34. Calculos para la alicuotacion de la fraccion 4.2.13

Graphostroma sp SGSGf22 Fraccion 4.2.13

. Volumen Concentracion; Peso del
# de Peso Peso vial Peso Peso
i - solvente extracto / Volumen solvente
fraccion Vial con extracto  extracto extracto
total total
4213 [d] [d] [d] 1] (L] [ng/uL]
o 25.205 25.296 0.091 91000 100000 0.91
Ensayo MTT
[uL/5 [uL/5 Hg/5 Mg / Pozo_
MIV Pozo_ MTT MV “‘r;ITPT"”— TRIPLICADO  pozos] pozos] Pozo_ MTT MTT
tedrica practica practico practico
[uL/5 [uL/5 [ng/5
[ng/mL o /pozo] [ug/5 pozos] [ug] pozos] pozos] pozos] [Hg/pozo]
C1 5.0 25.0 75.0 27.5 28.0 25.5 5.1
C2 35.0 175.0 525.0 192.3 193.0 175.6 35.1
C3 70.0 350.0 1050.0 384.6 385.0 350.4 70.1
C4 105.0 525.0 1575.0 576.9 577.0 525.1 105.0
C5 140.0 700.0 2100.0 769.2 770.0 700.7 140.1
5325.0 1950.5 1953.0 1777.2 355.4
40 mg de muestra para hacer los analisis de antiproliferacion (1 vial).
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
40.0 40000.0 120000.0 43956.0 43956.0 40000.0
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
44.0 44.0 40.0
6.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-glucosa.
mg (cada Mg (_clada TRIPLICADO pg ML te()ri(_:c:s (cada pL précti_c:)s (cada g précti_c?s (cada
vial) vial) vial) vial) vial)
6.4 6400.0 19200.0 7033.0 7033.0 6400.0
mL tedricos mL practicos (cada mg practicos
(cada vial) vial) (cada vial)
7.0 7.0 6.4
2.4 mg de muestra para hacer la prueba BSA-ribosa
mg (cada ugv(i(:)da TRIPLICADO pg ML teé:i/?aci)s (cada pL préc:ii;?)s (cada pg préc\:iigtl;s (cada
vial)
2.4 2400.0 7200.0 2637.4 2638.0 2400.6
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mL tedricos mL practicos (cada
(cada vial) vial)
2.6 2.6

mg practicos
(cada vial)

24

12 mg de muestra para hacer la prueba antibiética (1 vial)

mg (cada Mg (cada QUINTUPLICADO uL teéricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) ug (cada Vial) (cada vial) vial)
12.0 12000.0 60000.0 13186.8 13187.0 12000.2
mL tedricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
13.2 13.2 12.0
Para HPLC se necesita 1 mg de muestra
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) QUINTUPLICADO ug (cada vial) (cada vial) vial)
1.0 1000.0 5000.0 1098.9 1099.0 1000.1
Reserva (1 vial con 2.9 mg)
mg (cada Mg (cada ML tedricos ML practicos Mg practicos (cada
vial) vial) TRIPLICADO pg (cada vial) (cada vial) vial)
100.0 100000.0 300000.0 109890.1 109890.0 99999.9
2.0 2000.0 6000.0 2197.8 2198.0 2000.2
mL teéricos mL practicos mg practicos
(cada vial) (cada vial) (cada vial)
109.890 109.9 100.0
2.198 2.2 2.0
Anexo B. Calculos para realizar el analisis de BSA-ribosa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A C- C C- B B B c C- C B B
B C+ C+ C+ C+B C+B C+B C+R C+R C+X C+X
C X1 X1 X1 X1B X1B X1B X1R X1R X1X X1X
D X2 X2 X2 X28 X28B X28 X2R X2R X2X Xx2X
E X3 X3 X3 X3B X3B X3B X3R X3R X3X X3X
F X4 X4 X4 X4B X4B X4B X4R X4R X4X X4xX
G X5 X5 X5 X5B X5B X5B X5R X5R X5X X5X
H X6 X6 X6 X6B X6B X6B X6R X6R X6X X6X

Figura 22. Diseno de la placa para realizar el analisis de BSA-ribosa. C- es el
control negativo (100% de AGEs), B es el blanco de la BSA, X es la mezcla de reaccion
con el extracto a probar, Xg es el control del extracto con la BSA, Xr es el control del
inhibidor con la ribosa, Xx es el control del extracto en DMSO y C+ es el control positivo
(10mM de aminoguanidina en DMSO).
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C- C+ C+B C+R C+X X1 X1B X1R X1X
BSA v v v v v v
RIBOSA v v v v v
PBS+NAN3 v v v v v v v v v v
PBS v v v vV v v vv
AMINOGUANIDINA v v v v
EXTRACTO v v v v
DMSO v v

Figura 23. Cuadro guia en el que se indica que soluciones lleva cada muestra.
Las « equivalen a 50 L, cada pozo de la placa en la cual se realiza el analisis debe de

contener 200 pL.

La cantidad requerida de las soluciones en mL para realizar una placa en ensayos

BSA-ribosa, al calculo final tedrico se afiade aproximadamente 1 mL con el fin de tener

soluciones de reserva en caso de tener algun error.

PBS + NAN3; = 96 pozos X 50 uL = 4800uL = 5.5mL

PBS = 7[pozos del B al H] X 9[pozos del 4 al 10] x 50 pL

+ (50 uL x 6[pozos 4A — 6A y 10A — 12A]) = 3450 uL - 4mlL

BSA = 6[pozos del 1 al 6] X 8[pozos del A al H] x 50 pL + (50 uL X 6[pozos 7A al 12A])
= 2700 uL — 3.5mlL

Ribosa = 5[pozos del 1,2,3,7 y 8] X 8[pozos del A al H] x 50 pL

+ (50 uL x 3[pozos 7A al 9A]) = 2150 uL. » 3 mL

Extracto = 10[pozos del 1 al 10] x 50 uL = 500 uL —» 0.6 mL

Una vez obtenido el volumen de cada una de las soluciones se tiene que calcular

la cantidad a pesar para cada solucién.

Ribosa — C, = 500 mM _ 500 mM - 200 pL
V, = 50 ul

El PBS para realizar todas las soluciones a preparar debe de tener un pH de 7.9

Para obtener la cantidad a pesar se emplea la siguiente formula: ¢, = ”

BSA - C, =10
S C. =
2 mL

V, = 50 pL
V, = 200 pL

C2 'V2

1

1074200 pL mg
c, =—"20 = 40—2
50 uL mlL

mg
40— (3. L) =14
OmL(SSm) 0mg

Se deben de disolver 140 mg de BSA en 3.5 mL de PBS

= 2000mM

= 50 pL

99



V, = 200 ul
PM = 150139
mol

Se deben de disolver 0.90078 g de Ribosa en 3 mL de PBS

g3l o os 9N _
2000107 == (310 L)(150.13m0l)—0.90078g

PBS + NAN;3 - C, = 0.02% 0.02% - 200 pL
L = = 0.08%
V; =50 ulL 50 uL
V, = 200 pL 0.08 g NaN;

100 L (5.5mL) =4.4mg
Se deben de disolver 4.4 mg de NANs3 en 5.5 mL de PBS

, ey 10 mM - 200 pL
Aminoguanidina - = e somMm
C, = 10 mM 50 pl
_ mol
Vi =50 L 40-10* "% (2 1071) (110.55 ) = 8.84 mg
V, = 200 pL L mol
PM = 110.55 -2
mol

Se deben de disolver 8.84 mg de Aminoguanidina en 2 mL de DMSO

m m
1 e ——— —_—
V; =50 uL " 50 uL mL
V, = 200 ulL 4m—‘Z(O.6 mlL) = 2.4 mg

Se deben de disolver 2.4 mg del Extracto en 600 uL de DMSO

Anexo C. Calculos para realizar el analisis de BSA-glucosa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C- C- C- B B B C- C- C- B
C+ C+ C+ C+B C+B C+B C+R C+R C+X C+X
X1 X1 X1 X1B X1B X1B X1R X1R X1X X1X
X2 X2 X2 X28B X28B X2B X2R X2R X2X X2X
X3 X3 X3 X3B X3B X3B X3R X3R X3X X3X
X4 X4 X4 X4B X4B X4B X4R X4R X4aX X4X
X5 X5 X5 X5B X5B X5B X5R X5R X5X X5X
X6 X6 X6 X6B X6B X6B X6R X6R X6X X6X

IGOOTMMmMmOO D>

Figura 24. Diseno de la placa para realizar el analisis de BSA-glucosa. Este disefio
es similar a la placa para el analisis BSA-ribosa, con la diferencia que se toman alicuotas
de 200 uL de cada tubo Eppendorf.
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C- B C+ C+B C+R C+X X1 X1B X1R X1X
BSA v v v v v v
GLUCOSA v v v v v
PBS+NAN3 v v v v v v v v v v
PBS v v v vV v v vv
AMINOGUANIDINA v v v v
EXTRACTO v v v v
DMSO v v

Figura 25. Cuadro guia en el que se indica que soluciones lleva cada muestra.

Las « equivalen a 150 uL, cada tubo Eppendorf de la gradilla en la cual se realiza el
analisis debe de contener 600 pL.

La prueba BSA-glucosa es similar a la prueba BSA-ribosa, a diferencia de la
duracion de cada prueba, 15 dias y 1 dia respectivamente, ademas de un aumento de
concentraciones para poder realizar la prueba lenta, lo que permite ver cdmo se mantiene

esta prueba antiglicante por un tiempo mas prolongado

Para poder ahorrar una mayor cantidad de tiempo y reactivos se suele realizar
ambas pruebas BSA-ribosa y BSA-glucosa el mismo dia, esto permite volver a hacer un

duplicado de las pruebas de BSA-ribosa y corroborar la informacion proporcionada.
PBS + NAN3; = (96 tubos x 150 uL) + (96 pozos x 50 uL) = 19200uL — 20 mL

PBS = 7[tubos del B al H] x 9[tubos del 4 al 10] x 150 pL
+ (150 pL X 6[tubos 4A — 6A y 10A — 12A])
+ 4 mL (de prueba BSA — Ribosa) = 14350 uL. —» 15mL

BSA = 6[tubos del 1 al 6] x 8[tubos del A al H] x 150 pL
+ (150 uL x 6[tubos 7A al 12A]) + 3.5 mL (de prueba BSA — Ribosa)
= 11600 pL - 13 mL

Ribosa = 5[pozos del 1,2,3,7 y 8] x 8[pozos del A al H] x 50 pL
+ (50 pL x 3[pozos 74 al 9A]) = 2150 uL - 3 mL

Glucosa = 5[tubos del 1,2,3,7 y 8] X 8[tubos del A al H] X 150 pL
+ (150 pL x 3[tubos 7A al 94]) = 6450 uL —» 7.5 mL

Extracto = 10[tubos del 1 al 10] x 150 pL = 1500 pL —» 1.6 mL

Con el volumen obtenido de cada una de las soluciones se tiene que calcular la

cantidad a pesar para cada solucion.

El PBS para realizar todas las soluciones a preparar debe de tener un pH de 7.9

101



CZ 'VZ

1

Para obtener la cantidad a pesar se emplea la siguiente formula: C; =

m m
BSA - C; = 1072 10576000l g
mlL Cl = = —_—
V, = 600 pL 40m—‘z(13 mL) = 520 mg

Se deben de disolver 520 mg de BSA en 13 mL de PBS

. _ 500 mM - 200 uL
Ribosa — C, = 500 mM L = H  2000mMm
Vy =50 ul 50 pL
_ mol
V, = 200 pL 200010~ (3 10721) (15013 L) = 0.90078 g
g L mol
PM = 150.13—
mol
Se deben de disolver 0.90078 g de Ribosa en 3 mL de PBS
— 500 mM - 600 pL
Glucosa - C, = 500 mM = K = 2000mM
V, = 150 pL 150 pL
_ mol
V, = 600 uL 20001072 % (7.5 - 1071) (180.66 ) = 2.7099 g
g L mol
PM = 180.66 —
mol

Se deben de disolver 2.7099 g de Ribosa en 7.5 mL de PBS

PBS + NAN3 - C, = 0.02% 0.02% - 600 pL
1= = 0.08%
V; =150 pL 150 pL
V, = 600 pL 0.08 g NaN;

oo (20mL) =0.016g
Se deben de disolver 0.16 g de NAN3 en 20 mL de PBS

, .y 10 mM - 600 puL
Aminoguanidina — = Mo _ 40mM
¢, = 10 mM 150 pL
— mol
V, = 150 pL 40-102 "% (2 -10-21) (11055 %) = 8.84 mg
V, = 600 uL L mol
PM = 110.55-2—
mol

Se deben de disolver 8.84 mg de Aminoguanidina en 2 mL de DMSO

m m
Extracto — C, = 1m—‘z c 1m—‘g 600 pL 4mg
1 = — = —_

V, = 150 pL 150 pL mL
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V2 = 600 pL 4%(1.6 mlL) = 6.4mg
Se deben de disolver 6.4 mg del Extracto en 1.6 mL de DMSO

Anexo D. Calculos para realizar el analisis NBT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A C- C- C- C- C- C- C- C- C- C- C- C-
B C+ C+ C+ C+ C+ C+ C+ C+ C+ C+ C+ C+
C X1 X1 X1 X1 X1 X1 X7 X7 X7 X7 X7 X7
D X2 X2 X2 X2 X2 X2 X8 X8 X8 X8 X8 X8
E X3 X3 X3 X3 X3 X3 X9 X9 X9 X9 X9 X9
F X4 X4 X4 X4 X4 X4 X10 X10 X10 X10 X10 X10
G X5 X5 X5 X5 X5 X5 X11 X11 X11 X11 X11 X11
H X6 X6 X6 X6 X6 X6 X12 X12 X12 X12 X12 X12

Figura 26. Disefo de la placa para el analisis NBT. Cada placa transparente puede
leerse como “2 placas” diferentes. Los pozos marcados con color azul son los “Blancos”
alicuotas de 40 uL de la muestra glicadas con 160 uL de Solucion amortiguadora de
carbonato; los pozos marcados en color rojo son las pruebas con NBT, alicuotas de 40
ML de muestra glicadas con 160 uL de NBT en Solucién amortiguadora de carbonato.

Se necesita preparar un Solucidon amortiguadora de carbonato de Sodio a 0.1 M
con un pH de 10.35.

NaHCO05(4cido) Na,C0O5(base conjugado)

H = kg +1 [base conjugado] 1025 1 [bc]

p = pra og [éCldO] - . HCO 0g [a]
bc bc

10.35—-10.25=0.1 — logu - 10%1 = u = 1.25893

[a] [a]
Cantidad analitica = [bc] + [a] = 0.1M
[bc] = 1.25893[a] - 1.25893[a] + [a] = 0.1M

2.25893[a] = 0.1M [a] = ¥

= = 0.0443
2.25893

[bc] = 1.25893[0.0443] = 0.0557M

. 0.0557M
Preparar Na, (05 a0 055g7M (—L ) (0.21) (105.988 il) ~ 1.181g
PM = 105.988 —— mo
mol
Se deben pesar 1.181 g del Na2COs.
0.0443M
Preparar NaHCO; a 0.04;}3M ( - )(O.ZL) (84.007%) — 0.744g
PM = 84.007 —— mo
mol
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Se deben pesar 0.744 g del NaHCOs.

Agregar ambos compuestos y ajustar el volumen a 200 mL a un pH de 10.35

NBT = 6 pozos[del 4 al 6 y del 10 al 12] x 8 pozos [del A al H] x 160 pL = 7680uL

- 9mL
reparar NBT a 0.375m (_) (9 x 1073L) (817.64 L)
PM = 817 64L L mot
= 64— = 2.7595 X 1073g

Se deben disolver 2.76 mg en Soluciéon amortiguadora de Carbonato.

Anexo E. Resumen de Resultados de todas las pruebas realizadas

Tabla 35. Resumen de resultados de todas las pruebas realizadas (BSA-ribosa,

BSA-glucosa y NBT) en las 29 fracciones semipurificadas seleccionadas.

RESMLTADOS
BSA-ribosa BSA-glucosa FUCTOSAMINA
GENERAL PENTOS GENERAL PENTOS % s
% S % S % S % S

LOTE C+ 86.759 5.24 100.183 3.28 90.190 3.18 107.656 2.16 5.809 2.00
1.21 15122 448 41917 248

122 55256 3.14 44773 275 6135 7.66 8534 727 -0572 4177
1.2.3 39.834 3.80 42272 1.93
124 40.113 6.56 37.100 6.66
1 1.2.5 57.661 4.09 51549 272

1.2.6 77.781 200 70550 3.30 85.293 2.06 83978 4.14 12178 3.522
1.2.7 35122 4.81 42460 6.00
1.2.10 65435 0.39 72850 2.37

1.213(S) 49.130 3.03 65.111 411 74238 299 88.753 412 17433 2.828
1.2.14 23.034 349 12.665 3.56
221 14593 4.78 28.938 4.78

222 59.481 3.08 50.140 348 14.713 599 28527 472 -2934 9.220

223 60.724 156 54.116 251 62.081 6.38 66.504 5.89 16.910 5.896
225 57669 1.98 50.791 212

2 226 68.373 4.61 77.782 3.69 92970 1.44 112505 248 48655 1.657
227 55.616 6.71 100.662 4.35
228 50.384 447 96.787 4.32
2.2.11 49.753 4.34 66.673 4.97

2213 (S) 55.025 6.99 58.040 6.15 99.207 2.75 85.312 4.64 98.292 1.488
2.2.14 36.040 6.57 28.112 7.74
3 321 17.418 597 31.317 10.03
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3.2.2 59.147 4.89 47576 5.05 18.612 3.83 17.664 596 -4.222 3.892
3.2.3 52102 321 51.341 253
3.24 66.750 5.54 80.043 6.12 83.008 2.62 93.154 0.97 14.864 10.017
3.2.12 56.399 7.71 55472 6.54
423 55.222 4.09 46450 4.20 13.117 1528 18.664 7.24 -0.122 4.645

4 4.2.6 77576 2.07 74.090 2.35 93.051 0.27 92.808 0.55 23.080 1.937
4212 70.617 3.16 61.774 458 88.173 2.13 90.650 3.97 22.019 3.879
4213 18.788 3.38 8.928 3.30

Total 29

El % hace referencia al porcentaje de Inhibicion de Formacién de AGEs (%IFA)

para cada una de las pruebas realizadas, mientras que la S hace referencia a la

desviacion estandar de cada una de las muestras realizadas.

RESMLTADOS
BSA-ribosa BSA-glucosa FUCTOSAMINA
GENERAL PENTOS GENERAL PENTOS % s
% S % S % S % S
LOTE C+ 86.759 5.24 100.183 3.28 90.190 3.18 107.656 2.16 5.809 2.00
1.2.5 57.661 4.09 51549 272
1 1.2.6 77781 2.00 70550 3.30 85.293 2.06 83978 4.14 12178 3.522
1.2.13(S) 49.130 3.03 65.111 411 74238 299 88.753 4.12 17433 2.828
222 59.481 3.08 50.140 348 14.713 599 28527 472 -2934 9.220
2 226 68.373 4.61 77.782 3.69 92970 1.44 112505 248 48655 1.657
227 55.616 6.71 100.662 4.35
2213 (S) 55.025 6.99 58.040 6.15 99.207 2.75 85.312 4.64 98.292 1.488
4 423 55222 409 46.450 420 13.117 1528 18.664 7.24 -0.122 4.645
Total 8

Anexo F. Analisis de varianza de las fracciones seleccionadas (1.2.6, 2.2.6, 1.2.13 (S),
2.2.13(S), 2.2.2y 4.2.3

Para poder realizar el analisis de varianza se emplearon las ecuaciones

simplificadas (Ecuacion 2, 3 y 4), para poder calcular la suma de cuadrados entre las

muestras, dentro de las muestras y el total, los grados de libertad, los cuadrados medios

del error y el valor F.

k 1 2
X
SCrrae = ) =¥ =2=i K= 1; CMprge =
i=1

SCerror = SCr — SCryat;

N —k; CMgrror =

SCTrat_ — CMTrat

K—-1° CMError
_ S CError
N—k

(2)
3)
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kK T

2 xz
SCTotal:zzxij_ﬁ; N-1 (4)

i=1j=1
El siguiente método empleado (método Tukey) se utilizé con el fin de conocer si
existen diferencias significativas ente las medias de las fracciones a evaluar. Se necesita

calcular Ta con la Ecuacion (5):

To = qalk,N =) x [ “Me/y, (5)

Analisis de varianza %IFA BSA-ribosa
AGEs tipo vesperlisinas

Tabla 36.Resumen de andlisis de varianza de %IFA vesperlisinas en BSA-ribosa

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1.2.6 6 466.68608 77.781013 3.9824134
2.2.6 6 410.24026 68.373376 21.24613
1.2.13 (S) 6 294.77944 49.129907 7.3362149
2.213 (S) 6 330.14978 55.024963 48.8497
2.2.2 6 356.88405 59.480675 9.4882493
4.2.3 6 331.33491 55.222485 13.398011
Origen de las Suma de Grados Promedio Valor
vagiaciones cuadrados de de los F Probabilidad critico
libertad cuadrados para F
Entre grupos 3288.5683 5 657.71366 37.835617 4.44556E-12 2.5335545
Dentro de los
grupos 521.50359 30 17.383453
Total 3810.0719 35

Método de Tukey, To=7.32

Tabla 37. Resumen de método Tukey en %IFA vesperlisinas en BSA-ribosa, con
un Ta=7.32

Diferencia  Diferencia  peacision Diferencia Diferencia Decisién
poblacional muestral poblacional muestral

M126 - M226 9.41 Significativa M2.2.6 - M4.2.3 13.15 Significativa
M1.2.6 - M1.2.13 (5) 28.65 Significativa  Y12.13(s) - M2.2.13 (s) 5.90 No significativa
M1.2.6 - M2.2.13 (S) 22.76 Significativa M1.2.13(s) - M2.2.2 10.35 Significativa

M1.2.6 - H2.2.2 18.30 Significativa M1.2.13(s) - M4.2.3 6.09 No significativa

M126 - Ma23 22.56 Significativa M22.13(s) - M2.2.2 4.46 No significativa
M2.26 - H1.2.3(s) 19.24 Significativa M22.13(s) - M4.2.3 0.20 No significativa
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M2.2.6 - M2.2.13 (S)

M2.26 - M2.2.2

13.35

8.89

Significativa

Significativa

M22.2 - M4.23

4.26

No significativa

AGEs tipo pentosidinas

Tabla 38.Resumen de analisis de varianza de %IFA pentosidinas en BSA-ribosa.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1.2.6 6 423.29986 70.549977 10.867053
2.2.6 6 466.69048 77.781746 13.593361
1.2.13 (S) 6 390.66881 65.111468 13.517396
2.213 (S) 6 348.24032 58.040054 37.833495
2.2.2 6 300.84224 50.140373 12.142399
423 6 278.69998 46.449997 14.097399
Oriaen de las Suma de Grados Promedio Valor
vasr]iaciones cuadrados de de los F Probabilidad critico
libertad cuadrados para F
Entre grupos 4364.4717 5 872.89434 51.321014 8.37141E-14 2.5335545
Dentro de los
grupos 510.25551 30 17.008517
Total 4874.7272 35

Método de Tukey, To=7.24

Tabla 39. Resumen de método Tukey en %IFA pentosidinas en BSA-ribosa, con
un Ta=7.24

Diferencia Diferencia Decisién Diferencia Diferencia Decisién
poblacional muestral poblacional muestral

M126 - M226 7.23 No significativa M226 - M4.2.3 31.33 Significativa
M12:6 - M1.2.13 (S) 5.44 No significativa [1.2.13(s) - M2.2.13(s) 7.07 No significativa
M1.2.6 - M2.2.13 (S) 12.51 Significativa M1.2.13(8) - M2.2.2 14.97 Significativa

M126 - M22.2 20.41 Significativa M1.2.13(s) - Ma.2.3 18.66 Significativa

M126 - H423 24.10 Significativa M2.2.13(s) - M2.2.2 7.90 Significativa
M226 - M1.2.3(S) 12.67 Significativa M2.2.13(s) - M4.233 11.59 Significativa
M2.2.6 - M2.2.13 () 19.74 Significativa M222 - M4.2.3 3.69 No significativa

M2.2.6 - M2.2.2 27.64 Significativa

Analisis de varianza %IFA BSA-glucosa

AGEs tipo vesperlisinas
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Tabla 40. Resumen de analisis de varianza de %IFA vesperlisinas en BSA-

glucosa.
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

1.2.6 3 255.88027 85.293422  4.2538111

226 3 278.91104 92970346  2.0859466

1.2.13 (S) 3 222.71524 74.238414  8.9412377

2.213 (S) 3 297.62201 99.207336 7.571806

222 3 79.51745 26.505817  17.964342

4.2.3 3 72117928 24.039309  116.76433
Origen de las Suma de Grzdos Promedio - Vél_or
variaciones cuadrados ... 9€ de los F Probabilidad critico
libertad cuadrados para F

Entre grupos 16752.613 5 3350.5226 127.57296 5.67522E-10 3.1058752
Dentro de los

grupos 315.16295 12 26.263579

Total 17067.776 17

Método de Tukey, T«=10.86

Tabla 41. Resumen de método Tukey en %IFA vesperlisinas en BSA-glucosa, con
un Ta= 10.86

Diferencia  Diferencia Decisién Diferencia Diferencia Decision
poblacional muestral poblacional muestral

M126 - M226 7.68 No significativa M22.6 - M4.2.3 68.93 Significativa
M1.26 - M1.2.13 (5) 11.06 Significativa 1213 (s) - M2.2.13(s) 24.97 Significativa
M1.2.6 - M2.2.13 (S) 13.91 Significativa M1.2.13(s) - M2.2.2 47.73 Significativa

M12.6 - H22.2 58.79 Significativa M1.2.13(8) - Ma.2.3 50.20 Significativa

M126 - H423 61.25 Significativa M2.2.13(s) - M2.2.2 72.70 Significativa
M226 - M1.2.3(S) 18.73 Significativa M2.2.13(s) - M4.2:3 75.17 Significativa
M2.2.6 - M2.2.13 (5) 6.24 No significativa M22.2 - M4.23 247 No significativa

M2.26 - M2.22 66.46 Significativa

AGEs tipo pentosidinas

Tabla 42. Resumen de analisis de varianza de %IFA pentosidinas en BSA-glucosa.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1.2.6 3 251.93418 83.978061 17.114074
226 3 337.51573 112.50524 6.1260967
1.2.13 (S) 3 266.26016 88.753388 16.933395
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2.213 (S) 3 25593496 85.311653 21.572433
2.2.2 3 85581545 28.527182 11.150579
423 3 72282626 24.094209 26.21625
Origen de las  Suma de Grados Promedio Valor

g' . de de los F Probabilidad critico
variaciones cuadrados .

libertad cuadrados para F

Entre grupos 19241.64 5 3848.3279 232.96649 1.6267E-11 3.1058752
Dentro de los

grupos 198.22565 12 16.518805

Total 19439.865 17

Método de Tukey, T.= 8.61

Tabla 43. Resumen de método Tukey en %IFA pentosidinas en BSA-glucosa, con
un Ta= 8.61

Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia

poblacional muestral Decision poblacional muestral Decision
Wios-ios 2853 Significativa  poe-jpaas 8841 Significativa

M126 - H1.213(s) 4.78 No significativa p1.2.13(s) - M2.2.13 (s) 3.44 No significativa

M12.6 - M2.2.13 (s) 1.33 No significativa Y1213 (s) - M2.2.2 60.23 Significativa
M1.2.6 - M2.2.2 55.45 Significativa M12.13(s) - Ma.2.3 64.66 Significativa
M126 - H423 59.88 Significativa M22.13(s) - M2.2.2 56.78 Significativa

M226 - M1.23(s) 23.75 Significativa M2.2.13 (s) - M4.2.3 61.22 Significativa

M2.2.6 - M2.2.13 (S) 27.19 Significativa M222 - M423 443 No significativa
M2.2.6 - M2.2.2 83.98 Significativa

Analisis de varianza %IFA Ensayos NBT

Tabla 44. Resumen de analisis de varianza de %I|FA en Ensayos NBT.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

1.2.6 3 36.534058 12.178019 12.402486

2.2.6 3  145.96451 48.654837 2.7449133

1.2.13 (S) 3 52.300354 17.433451 7.9955961

2.213 (S) 3 294.87613 98.292045 2.2139356

222 3 -8.8008014 -2.9336005 85.003845

423 3 -0.3649113 -0.1216371 10.785979
Oriaen de las Suma de Grados Promedio Valor
g_ \ de de los F Probabilidad critico

variaciones cuadrados .

libertad cuadrados para F
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Entre grupos
Dentro de los
grupos
Total

22416.743 5

242.29351 12
22659.036 17

4483.348 222.0455

20.19112

2.16187E-11

3.105875

Método de Tukey, To=9.52

Tabla 45. Resumen de método Tukey en %IFA en Ensayos NBT, con un Ta= 9.52

Diferencia Diferencia s Diferencia Diferencia s
poblacional muestral Decision poblacional muestral Decision
M1.26 - M2.2:6 36.48 Significativa M2.2.6 - M4.2.3 48.78 Significativa
M1.2.6 - H1.2.13 (S) 5.26 No significativa p1.2.13(s) - M2.2.13(s) 80.86 Significativa
M1.2.6 - H2.2.13 (S) 86.11 Significativa M1.2.13(s) - M2.2.2 20.37 Significativa
M12.6 - M2.2.2 15.11 Significativa M1.2.13(s) - M4.2.3 17.56 Significativa
M1.26 - Ma23 12.30 Significativa M2.2.13(s) - M2.2.2 101.23 Significativa
M22:6 - M1.23(S) 31.22 Significativa M22.13(s) - M4.2.3 98.41 Significativa
M226 = M2.2.13 (S) 49.64 Significativa M22.2 - M4.23 2.81 No significativa
M226 - M2.2.2 51.59 Significativa
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Anexo G. Compilacion de Resultados de todas las placas Constar ® realizadas

Tabla 46. Compilacion de Resultados de todas las lecturas realizadas en placas Constar ®.

P1 BSA-RIB 22-08-23 P2 BSA-RIB 22-08-23 (ERROR)*

P1 BSA-RIB 07-09-23

P2 BSA-RIB 07-09-23

C+ S C+ S C+ S C+ S

90.616 1.33 103.660 0.65 150.483 0.64 117.526 0.22

C+

90.199

1.30

C+

102.057

0.55

C+

87.016

S]

1.46

C+

100.452

S
0.85

LOTE FRACCION %GRAL S %PENTOS S %GRAL S %PENTOS S

1.2.1

1.2.2

123

1.24

125 57.661 4.09 51.549 2.72
1.2.6 78.934 079 73.298 553
127

1.2.10

1.2.13 (S)

1.2.14 23.034  3.49 12.665  3.56

%GRAL

15.122
53.437
39.834
40.113

35.122
65.435

4.48
3.27
3.80
6.56

4.81
0.39

%PENTOS

41.917
43.882
42.272
37.100

42.460
72.850

248
3.01
1.93
6.66

6.00
237

%GRAL

82.787*

S

1.99*

%PENTOS

91.861*

S

2.78*

2.2.1

222

223

225 57.669 1.98 50.791 2.12
226 72297 2.61 77.027 553
227

228

2.2.11

2.2.13(S)

2.2.14 36.040 6.57 28112 7.74

14.593
59.599
61.155

59.926
50.384

4.78
4.18
1.03

3.62
4.47

28.938
51.294
55.450

101.419
96.787

4.78
4.21
1.78

3.96
4.32

3.21
3.2.2 50.460 5.52 44905 4.60
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3.23
3.24
3.2.12

59.529 7.00 82.556

4.53

423
426
4.2.12
4.2.13

47.011
77.744

6.17
9.05

42.267
77.767
-6.662

6.45 -4.283

4.55
5.22

0.59

LOTE

P3 BSA-RIB 08-09-23

P4 BSA-RIB 08-09-23*

P1 BSA-RIB 14-09-23

P2 BSA-RIB 14-09-23

C+ S C+

77.378 7.01 92.434

S

3.33

C+ S C+

23.527 1.02 35.725

2.15

88.704

S C+

0.97 101.241

S C+ S C+

0.63 86.641 0.31 99.419

S

0.29

FRACCION %GRAL S %PENTOS

1.2.1
122
1.2.3
1.24
1.2.5
1.2.6
127
1.2.10
1.2.13 (S)
1.2.14

S

%GRAL S %PENTOS

S

%GRAL S

57.075

76.628

49.130

%PENTOS

2.02 45.664

2.31 67.802

3.03 65.111

S %GRAL S %PENTOS

2.73

1.94

4.11

S

221
222
223
225
226
227
2.2.8
2211

49.753  4.34 ©66.673

4.97

59.363

64.450

249 48.987

0.35 78.536

2.94

60.292 2.1 52.781
1.31

51.307 6.62

2.68

99.905 5.46
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2.2.13 (S)
2.2.14

59.088

6.99

59.138

6.78

50.962

4.87

56.942

6.71

3.21
3.2.2
3.23
3.24
3.2.12

17.418
62.339
52.102
70.782

5.97
2.09
3.21
243

31.317
50.380
51.341
84.731

10.03
1.90
2.53
2.31

56.399 7.71 55472

55.956

6.54

4.98 44.772

6.05

62.718

4.70

75.356

4.74

423
426
4.2.12
4.2.13

55.222 4.09
77.369 2.86

72.074 3.10 65.225
18.788 3.38

46.450 4.20
75.632 2.39

3.28
8.928 3.30

77.784
69.161

1.56
3.00

72.549
58.324

0.97
2.49

LOTE

FRACCION

1.2.1
1.2.2
123
1.2.4
125
126
127
1.2.10
1.2.13(S)
1.2.14

P1 BSA-GLU 28-09-23

P2 BSA-GLU 28-09-23

FUCTOSAMINA 20-09-23

90.190

S
3.56

C+

106.511

S C+

2.05 92.829

S C+

4.51 108.802

1.88

C+

5.724

S
2.04

C+

5.893

2.40

%GRAL

6.135

85.293

S

7.66

2.06

%PENTOS S

8.534

83.978

%GRAL

7.27

4.14

74.238

S %PENTOS

2.99 88.753

S

4.12

%PLACAI

12.178

-0.572

S

4.18

3.52

%PLACAII

17.433

S

2.83

221
222
223
225

14.713

5.99

28.527

4.72
62.081

6.38 66.504

5.89

-2.934

9.22

16.910

5.90
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226 92.970

227
2238
2.2.11
2.2.13 (S)
2.2.14

1.44

2.48 48.655

99.207 2.75 85.312 4.64

1.66

98.292 1.49

3.2.1
3.2.2 18.612
3 323
3.2.4
3.2.12

3.83

17.664

5.96 -4.222

83.008 2.62 93.154 0.97

3.89

14.864 10.02

423 13.117
426

4.2.12

4.2.13

15.28

18.664

7.24 -0.122
93.051 0.27 92.808 0.55
88.173 213 90.650 3.97

4.64

23.080 1.94
22.019 3.88

*La placa P2 BSA-RIB 22-08-23 (ERROR) no se tomd en cuenta para realizar calculos de algun tipo debido a que

se utiliz6 DMSO en lugar de PBS al realizar una solucién soluciéon amortiguadora, alterando significativamente los

resultados.

En la placa P2 BSA-RIB 07-09-23, la concentracion de la fraccion 1.2.13 (S) es de 2.7 mg/mL, por lo que no se tomé

en cuenta para la realizacion de los célculos. Finalmente, para la placa P4 BSA-RIB 08-09-23, la aminoguanidina no de

disolviéo completamente en DMSO, por lo que no fue considerada en los calculos.

Anexo H. Cromatogramas HPLC

LOTE 1

Fraccion 1.2.2

Fraccion 1.2.5

114



. T — =— — - = =
Stsus: o . N ——— -— f ks IF | =
s 1asipazeasTin e — \ i | *
postel. G120 P o 4 |
DilFae: 100 7 ‘\ I 50 o
nnnnnnnnn / 1 ! 00
weigm:. 100 / \
comment N v I
—_— — F soc
\ i | i i
AN ﬂ (A |
\ t A ]
. : AN NS AN 1 ¥ 200
X SISV B s \
W e ) .
S
— .,
L
— = [= i — - o
e
- 1A P |
o
l2sa a5
100 ]
oo 200
500
n|
300 350- n‘ 850
¥
o0
- i s my e
oo ot T -0.00 i
o ) © 0 0 EET) P W ® 80 we  ue | we w0 we @ mo | .o me a0 w0 @ wo B
10909 i) 19634 ) (0001 AU (P29 ] IMATC420) = 10099 il 19818 ] 0060 ] PPEISO0 ] AATCH001 e
Fi 27. Crom ma HPLC de fi i6n 1.2.2 Fi 28. Crom ma HPLC de fi i6n 1.2.5
igura . Lro atogra a e fraccion 1.z. igura . Cro atogra a e Traccion 1.z.
i6 1 2 6 i0 1 2 10
Fraccién 1.2. Fraccion 1.2.
o, SSE_I = = T8 [ 753 = =]
o unknown biank ! - — — \ i Tes.  uninaan oiank i — —= ———r— =
Status:  finished r : o st ne N T
e 13Siw2issssarn 1 zsru
Postol. ce2nsao bie
orac. 100 f
ameurt 100 1 t
viigrt 100 10 L
comment . t
% I
7t
\
'l \/
=% !
A gy
\ J ——
! \ i 5 a B S
AL 2 Ly
— — —
= 17
Ly
= —
190- W _rw N
- Lo | 1 [
1 sl fas
o o
[ o 0
= % e Fas
o 2 ) & s e ¢a o o @ oo ma ado | 20 ms o do | w0 o B 20 & o sh W0 wvo  Wo W ws w0 3o 240 a0 20 w0 wo o o
1000 ] (2063 ] (9100 AU (POKLO0 ) (AT . 10900 i) (27310 e 10500 L) P90 ) (MATCHO )

Figura 29. Cromatograma HPLC de fraccion 1.2.6

Figura 30.Cromatograma HPLC de fraccion 1.2.10

Fraccion 1.2.13 (S)

11

5



Figura 31. Cromatograma HPLC de fraccion 1.2.13 (S)

LOTE 2
Fraccion 2.2.2 Fraccion 2.2.3
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Figura 32. Cromatograma HPLC de fraccién 2.2.2 Figura 33. Cromatograma HPLC de fraccién 2.2.3
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Fraccion 2.2.5 Fraccion 2.2.6
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Figura 34. Cromatograma HPLC de fraccién 2.2.5

Fraccion 2.2.7
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Figura 36. Cromatograma HPLC de fraccion 2.2.7 Figura 37. Cromatograma HPLC de fraccion 2.2.8

Fraccién 2.2.13 (S)
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Figura 38. Cromatograma HPLC de fraccion 2.2.13 (S)

LOTE 3

Fraccion 3.2.2

Figura 39. Cromatograma HPLC de fraccion 3.2.2 Figura 40. Cromatograma HPLC de fraccion 3.2.3
Fraccion 3.2.4 Fraccion 3.2.12
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Figura 41. Cromatograma HPLC de fraccion 3.2.4
LOTE 4
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Figura 42. Cromatograma HPLC de fraccién 3.2.12
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Figura 44. Cromatograma HPLC de fraccion 4.2.6

Fraccion 4.2.12
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Figura 45. Cromatograma HPLC de fraccién 4.2.12
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Anexo I. Constancias y areas de desarrollo

Cuerpo Académico
Sistemas Energéticos y
Materiales Avanzados

m i Escuela Superior
de Apan

Otorgan la presente

CONSTANCIA

Pérez Olguin Ajelet Sahar

Por su p: en |as conf
Primer Simp de S g y
Avanzados, mismo que se efectud de manera virtual, organizado
por el Cuerpo Acadé de Energé y A i
Avanzados, realizado el 4 y 5 de noviembre de 2021

impartidas durante el
M.

“"AMOR, ORDEN Y PROGRESO"

Apan, Hidalgo; 5 de noviembre de 2021

e
Tndalodorhnerlios /7 wmp s
Or. Francisco Javier Martinez Farfpa.. |

Lider del Cuerpo Académicol
Sistemas Energs y

o

Constancia por participacion en Primer Simposio de

2021).

Sistemas Energéticos y Materiales Avanzados (Noviembre
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Constancia por asistencia en el Taller tedrico-practico
"Programacién e instrumentacion de sensores industriales
para Biorreactores" (Mayo 2023).

Constancia por participacién como asistente al Taller
Experimental de Biociencias (Junio 2022).
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Centro de Educacion
Continua y a Distancia

LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO Y
EL CENTRO DE EDUCACION CONTINUA Y A DISTANCIA

OTORGAN LA PRESENTE

CONSTANCIA

A

PEREZ OLGUIN AJELET SAHAR

Por haber participado en el curso "Simulacion molecular aplicada al estudio de la
espectroscopia IR y problemas de catalisis usando ORCA", del 22 al 26 de mayo
del presente afio, con una duracioén de 20 horas, en la Escuela Superior Apan.

“Amor, Orden y Progreso”
Pachuca de Soto, Hgo., junio 2023

Directora del Centro de Educacion Continua y a Distancia

Constancia por participacion en curso "Simulacion molecular
aplicada al estudio de la espectroscopia IR y problemas de
catélisis usando ORCA" Mayo 2023).

&5 Tofimposio O

Cinvestav "La toxicologia frente a nuevos retos"

Otorga la presente

CONSTANCIA

Ajelet Sahar Pérez Olguin

Por su
ASISTENCIA

Al evento realizado el 20 y 21 de julio de 2023 en el auditorio José Adem
del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV, Zacatenco)

Dra. Libia Vega Loyo Dra. Maria Is‘a’l;el Hernandez Ochoa

Encargada del despacho de la Jefatura del Coordinadora Académica del
Departamento de Toxicologia Departamento de Toxicologia

Constancia por asistencia al evento Toximposio "La toxicologia

frente a nuevos retos" (JuLio 2023).
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CONGRESO NACIONAL

DE BIOTECNOLOGIAY BIOINGENIERIA
Sonemere 2023

LA SOCIEDAD MEXICANA DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA

Aniversario

EXTIENDE LA CONSTANCIA A:

Ajelet S. Pérez Olguin, Pablo A. Lépez Pérez, Ménica |. Sanchez Contreras, Dulce J. Hernandez-Melchor

Por su participacion en la sesién de carteles con el trabajo:

ANALISIS DE LA PRODUCCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS DE ALTO VALOR AGREGADO ™
UTILIZANDO CULTIVOS MICROBIANOS FOTOSINTETICOS \

Ixtapa Zihuatanejo, Gro, a 11 - 15 de septiembre del 2023 \

——
~LORES (

A. BEATRIZ RUIZ VILLAFANY

DR, L \
P TARIA MDN 2022-2024

RESIDEN

Constancia por participacion en la sesion de carteles con
el trabajo "Analisis de la produccion de compuestos
bioactivos de alto valor agregado utilizando cultivos

microbianos fotosintéticos" (Septiembre 2023).

_—wr F.

EL CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS (CINVESTAV)

€

Cinvestav

OTORGALAPRESENTE

CONSTANCIA

CONAHCYT

MERUK
Ajalet Sahar Perez Olguin

Por su asistencia al 1er simposio de:
“Cultivos tridimensionales e ingenieria de tejidos biomédicos como herramientas de
investigacion de frontera en México”
Celebrado del 25 al 27 de septiembre de 2023 en el Cinvestav.

9 Ve ~

DRA. MARTHA ESPINOSA CANTELLANO
INVESTIGADORA TITULAR DEL DEPTO. DE INFECTOMICA Y
PATOGENESIS MOLECULAR, CINVESTAV

SIMPOSIO

DRA. KARLA BERENICE ACOSTA VIRGEN
INVESTIGADORA POSTDOCTORAL CONAHCYT-CINVESTAV

CIUDAD DE MEXICO A 27 DE SEPTIEMBRE DE 2023

Constancia por asistencia al 1er simposio de: "Cultivos
tridimensionales e ingenieria de tejidos biomédicos como
herramientas de investigacion de frontera en México"
(Septiembre 2023).
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