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psilocibina aislada del hongo silvestre, identificada del hongo de cultivo y el
reportado (Shirota et al., 2003).

Comparacién de los datos del desplazamiento quimico (en ppm) entre la a- y -
D-glucopiranosa identificada del hongo de cultivo y el reportado (Roslund et al.,
2008).

Datos cristalograficos de la estructura de rayos-X del o,a-trehalosa aislada del

hongo de cultivo.




1. INTRODUCCION

Desde tiempos prehistoricos, el humano ha dependido de los productos naturales
proporcionados por la tierra y la biodiversidad circundante para satisfacer sus necesidades
basicas, desde el cuidado de la salud basado en plantas y hongos, la produccién de alimentos y

la obtencion de materiales para la construccion.

La forma en que los humanos utilizan las plantas, los alimentos y las drogas puede cambiar los
valores de los individuos y, en dltima instancia, los de sociedades enteras. Los primeros
omnivoros operaban bajo el principio de ingerir cualquier cosa que pareciera comida y vomitar
todo lo que fuera incomestible. Una dieta variada o una dieta omnivora significa verse expuesto
a cualquier cambio del equilibrio quimico. Los cambios acelerados en la organizacién neuronal,
los estados de conciencia y el comportamiento del cerebro son producto de esta seleccion natural

(McKenna, 1992).

Las alusiones histéricas prevalecen en textos antiguos, como el "Papiro Ebers" egipcio que
describe remedios a base de plantas, o las contribuciones de Hipdcrates a la medicina griega

antigua.

Como resultado, a lo largo del tiempo y en diversos lugares, este tipo de conocimiento se ha

utilizado de diversas maneras, gracias a esto podemos rastrear sus origenes hasta nuestro pafs.

En México la relacién que tenemos con los hongos es antigua, se tiene el registro que en la época
precolombina se utilizaban como alimento, en la fermentacién de bebidas, como remedios
medicinales y en rituales ceremoniales. Lamentablemente mucho del conocimiento tradicional
se perdio tras la conquista, al consideratlo o relacionarlo con brujerfa o herejia, pese a ello, parte
del conocimiento que podtia ser de utilidad al relacionarse con cura de enfermedades fue
preservado, por citar un ejemplo popular, las esporas que producen algunas especies eran

utilizadas en tratamientos de afecciones en la piel (Ramos et al., 2022).

Quizas no sorprende que la humanidad buscara sustancias quimicas en la naturaleza. Nos dimos
cuenta de que las plantas y hongos eran a la vez alimentos y medicinas, de hecho, la mayor parte
del mundo todavia depende en gran medida de productos naturales como remedios herbales

para su atencién primaria de salud. Durante las tltimas décadas, la literatura tanto cientifica como
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popular, refleja un mayor interés en los productos naturales por parte del publico en general y
ha ayudado a impulsar una mayor conciencia cientifica tanto de las drogas como de las medicinas
yu p y g

botanicas de la naturaleza (Cooper & Nicola, 2015).

Uno de los descubrimientos fortuitos mas importantes en el mundo fue el primer antibiético,
ocurrido en un laboratorio de Londres en 1928 por Alexander Fleming, quien noté una zona
alrededor de un hongo invasor en una placa de agar en la que la bacteria no crecfa. Después de
aislar el moho e identificarlo como perteneciente al género Penicillium, Fleming obtuvo un
extracto del moho y nombré a su agente activo penicilina, ademas, determiné que tenia un efecto

antibacteriano sobre los estafilococos y otros patégenos gram-positivos (Gaynes, 2017).

Actualmente, el estudio sistematico de las drogas naturales es abordado por la farmacognosia
(pharmakon: droga; gnosis: conocimiento), la cual abarca el estudio de la historia, identificacion,
recoleccién, preparacion, cultivo, preservacion, comercializacion, distribucion, evaluacion de los
componentes quimicos de origen natural, la farmacologia y el uso tradicional de esos compuestos

o sus derivados para mejorar la salud y el bienestar del ser humano (Cortez-Gallardo et al., 2004).

1.1 Metabolitos primarios y secundarios

Los metabolitos son intermediarios en los procesos metabdlicos de la naturaleza y pueden ser

desde moléculas pequefias hasta grandes compuestos poliméricos.

Un metabolito primario participa directamente en el crecimiento, desarrollo y reproduccién
normales, por ejemplo, productos de fermentaciéon (EtOH, acido acético, acido citrico y lactico)
y constituyentes celulares (lipidos, vitaminas y polisacaridos). Un metabolito secundario no
participa directamente en esos procesos y generalmente tiene una funcién, pero no es tan

importante para el organismo (antibiéticos, pigmentos y carotenoides) (Cooper & Nicola, 2015).

Los procesos metabdlicos y las reacciones enzimaticas comienzan a partit de bloques de
construccion simples. Estos metabolitos se dividen en varias clases dependiendo de la

funcionalidad de la molécula (fendlico, alcaloide, esteroide) (Cooper & Nicola, 2015).

Los quimicos denominan a los metabolitos secundarios “productos naturales” para distinguirlos

de los compuestos que tradicionalmente han sido competencia de los bioquimicos. Son tnicos
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en el sentido de su ocurrencia restringida y son mas caracteristicos de fuentes botanicas
especificas (es decir, una familia o un género y, a veces, una sola especie de planta). La mayoria
de los productos naturales, normalmente de estructuras relativamente complejas, poseen
actividades biolégicas. Muchos de ellos llegan a ser productos farmacéuticos y también se utilizan
como insecticidas, pesticidas, hormonas de crecimiento vegetal, etc. Sus interesantes variaciones
estructurales, configuraciones, conformaciones, formas moleculares, etc. reclaman la atencién

académica de quimicos de todo el mundo (Talapatra & Talapatra, 2015).

En vista de lo expuesto, en esta investigacion se desarroll6 el estudio quimico de Psilocybe cubensis
procedente del estado de Hidalgo, con la finalidad principal de ampliar nuestro entendimiento

sobre su composicion quimica y, en un sentido mas amplio, del género Psilocybe.

Psilocybe cubensis es un hongo con propiedades alucinégenas y esta investigacion no solo tuvo
como proposito identificar los principales compuestos psicotropicos presentes en la especie,
sino también otros metabolitos secundarios que puedan encontrarse en sus extractos. Al término
del analisis quimico se desarrollé una cuantificacién de los compuestos mayoritarios, con el fin
de contribuir a la oferta de tratamientos con productos naturales para personas que padecen

trastornos psiquicos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 El género Psilocybe

Los hongos del género Psilocybe se encuentran extensamente distribuidos en todo el mundo y su
numero fluctia entre 277 y 300 especies. Es conocido que estos hongos tienen propiedades
alucinégenas y desde los afios 70’s varios paises han prohibido su cultivo, venta y uso por el
estigma que adquirieron desde la conquista, lo cual ha entorpecido de manera significativa todo
tipo de investigaciones ya sean cientificas, medicinales o etnomicoldgicas (Guzman, 2003).
Existe informacién acerca de los efectos fisiol6gicos, neuroendocrinos y psiquicos de las especies
de Psilocybe (Pérez-Rincon, 2008) en donde se plantean alteraciones cognitivas, sensoriales y de
percepcion del tiempo, que pueden ayudar a prevenir o tratar desérdenes neuroldgicos y

psicolégicos (Teixido, 2018).

Los estudios quimicos sobre los hongos del género Psilocybe se han centrado en la busqueda de
los principios activos alucindgenos, lo cual ha conducido al conocimiento de la psilocibina y
psilocina (Figura 1), alcaloides de tipo inddlico responsables de la actividad alucinégena de los
hongos. Sin embargo, poco se ha reportado sobre otro tipo de metabolitos, ya sea primarios o
secundarios. Aunque México tiene el primer lugar con mas de 50 especies (Guzman, 2005) la
informacién sobre su composicion quimica es escasa. Por su parte, la especie Psilocybe cubensis
que crece en el estado de Hidalgo carece de estudios biologicos y quimicos que tomen en cuenta
las variaciones que diferentes zonas y condiciones climaticas generan en los metabolitos

secundarios, tomando en cuenta los conceptos de genotipo y enfatizando en el fenotipo.

HO on
07 OH
N CH; N CH;
H H
psilocibina psilocina

Figura 1. Estructuras quimicas de psilocibina y psilocina.




2.2 Historia breve de los hongos Psilocybe

Los hongos Psilocybe son la fuente mas antigua de
psicotrépicos que se ha documentado en la historia
mediante pinturas rupestres de mas de 7,000 afios de
antigiedad, descubiertas en el desierto del Sahara en
Argelia (Samorini, 2001). En lo que respecta a
México, se han encontrado diversos tallados de
“hongos piedra” en los estados de Veracruz y
Guerrero que datan de fechas anteriores al primer
milenio antes de nuestra era (Serrano, 2009); en la
cultura azteca mencionan que el Tlalocan estuvo
cerca de Tlalmanalco, donde encontrd la escultura de
Xochipilli  (principe y sefior de las flores
psicodélicas), tiene grabados de flores y hongos que
podrian ser Psilocybe aztecoruns (Figura 2) (Palma
Ramirez et al., 2020).

Figura 2. Escultura de Xochipilli
exhibida en el INAH.

Las primeras menciones escritas sobre los hongos psicotrépicos en México y América de los que

se tienen conocimiento fueron hechos por Fray Bernardino de Sahagun en 1530 al describir las

costumbres de los Aztecas refiriéndose a los hongos como “feonandcatl’ (teo: sagrado; nandcatl:

hongo) (Sahagin, 1530). Fue hasta 1953 que Gordon Wasson y su esposa Valentina Pavlovna

(buscadores de pueblos micéfilos) arribaron a Huautla de Jiménez, Oaxaca y conocieron los

rituales en los cuales participaba la curandera Maria Sabina de 61 afios (experta en rituales y

curaciones con hongos) (Estrada, 1979).

Una repercusion de este encuentro fue que los principios activos de los hongos sagrados se

aislaron y se sintetizaron en Suiza por Albert Hofmann (descubridor del LSD), fue asi como se

conocié que la psilocibina y la psilocina eran los principios activos principales del efecto

alucinégeno de Psilocybe mexicana (Figura 4) (Echeverria et al., 1979).
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Hofmann fue a conocer personalmente a Marfa Sabina y le llevé unas capsulas de psilocibina
pura, después de tomarlas durante una ceremonia en lugar de los hongos, Marfa Sabina confirmé
que “contenian el espiritu del hongo” (Hofmann, 2018). Desde entonces, varias especies de
Psilocybe se han estudiado desde el punto de vista biolégico para investigar sus propiedades

alucindgenas, asi como los efectos de los principios activos, los alcaloides.

Terence McKenna destaca la importancia del consumo de alcaloides como factor quimico en la

evolucion cerebral, clasifica en tres niveles la dosificacion del hongo:

T 1% nivel (dosis bajas): producen un importante aumento de la agudeza visual, en
particular en la deteccion de limites.

T 2% nivel (dosis medias): existe tendencia a producir agitaciéon y estimulacién sexual, lo
cual favorece directamente la reproduccion humana.

T 3% nivel (dosis altas), los aspectos religiosos estan en la vanguardia de la conciencia
debido al poder y la extranieza de la experiencia en si misma, es el nivel de la total apertura

del éxtasis chamanico.

Postula que, sea cual sea la dosis de ingesta hay un impacto en la adaptaciéon humana, que
estimula estados de creatividad que aterrizan en rituales metodoldgicos propios de una cultura,

un lenguaje o una religion (McKenna, 1992).

2.3 Efectos del consumo de hongos Psilocybe

Quimicamente, siendo la psilocina la forma bioactiva de la psilocibina, actia como agonista del
receptor de serotonina 2A (5-HT2R), que también es el receptor de la hormona neurolégica

serotonina, para proporcionar un efecto psicodélico. Estructuralmente tienen dos diferencias
(Figura 3):

T La psilocina posee una amina terciaria y la serotonina una amina primaria.
T Elgrupo -OH se encuentra en la posicion 4 del anillo aromatico de la psilocina, mientras

que en la serotonina se encuentra en la posicion 5 del anillo.
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La psilocina puede unirse al receptor 5-HT24R con una afinidad mayor que la serotonina gracias
a su amina terciaria, y no a la sustitucion alterada del grupo hidroxilo en el anillo (Hakami et al.,

2023).

psilocina serotonina

Figura 3. Diferencias entre las estructuras quimicas de psilocina y serotonina.

Es necesario considerar la clasificaciéon de los procesos psicolégicos basicos: sensopercepcion,
atencion, aprendizaje, memoria, motivacién, emocion, pensamiento, lenguaje e inteligencia, ya
que, estos procesos son alterados cuando se consumen hongos psicotrépicos. Vygotski resalta
la interaccion social como método de aprendizaje, lo cual justifica la propagacién de la ingesta
de hongos del género Psilocybe desde el tiempo de los hominidos, como lo postula McKenna

(Mestre & Palmero, 2004) (McKenna, 1992).

Algunos estudios describen alteraciones en la percepcion del pensamiento, la emocién y la
conciencia. Los efectos mentales incluyen euforia, paz, claridad mental, alteracién en la
percepcion del tiempo y del espacio, desconexion del entorno y experiencias irreales. En cuanto
a los efectos visuales se pueden ver luces, objetos y pinturas cobrando vida, formas
caleidoscopicas y cambios en la percepcion de los colores (mas brillantes e intensos) (Andersson

etal,, 2009).

A diferencia de otras sustancias psicoactivas, estos alcaloides inducen a experiencias diferentes a
las de la conciencia ordinaria y son comparadas con estados de conciencia no ordinaria como lo
son los suefios, el trance o la meditaciéon. Por consiguiente, los efectos varian de manera
considerable en todas las personas, incluso en la misma persona, pero en diferentes ocasiones

(Garcia, 2016).
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Se podria dar una justificacion cientifica del por qué las experiencias con hongos Psilocybe son tan
profundas para las personas si se combina la teorfa de la informacién y los principios fisicos de
la termodinamica. Un protocolo experimental publicado recientemente por el Dr. Melvin
Vopson postula la teorfa de la equivalencia entre masa-energfa-informacion (lo que sugiere que
la masa puede expresarse como energia o informacién, o viceversa). Esta propuesta sitia a la

informacién como el quinto estado de la materia del universo (Vopson, 2022).

2.4 Alcaloides conocidos en hongos Psilocybe

Los principales alcaloides en estos hongos, psilocibina y psilocina, fueron identificados por
primera vez en Psilocybe mexicana por Albert Hofmann y colaboradores en 1958 (Hofmann et al,,
1959). 10 afios después, dos analogos de psilocibina, baeocistina y norbaeocistina se aislaron

de P. baeocystis (Figura 4) (Leung & Paul, 1968).

No fue sino hasta el 2017 que se identificé otro alcaloide como producto natural en Psilocybe,
norpsilocina (Figura 4), identificado en P. aubensis. Norpsilocina es una variante de psilocina con
un sélo grupo metilo en el nitrégeno alifatico, ha sido descrita como producto de sintesis y como

compuesto artificial de la desfosforilacion de extractos de Psiocybe (Lenz et al., 2017).

HO on
o-P

psilocibina {

N

H
( N-o,

N CH,

H

OH

norpsilocina

norbaeocistina
psilocina

P. mexcicana

M; P. baeocystis P. cubensis

Figura 4. Fotografias de diferentes especies del género Pszlocybe con sus respectivos alcaloides.
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Después de 63 afios de estudios quimicos sobre especies de Psilocybe, parecia que los alcaloides
presentes en ellas posefan sélo estructura de triptamina. Sin embargo, en el 2020 Dirk
Hoffmeister y colaboradores demostraron la presencia alcaloides con estructura de f-carbolina
en cantidades traza en P. mexicana, P. cubensis, P. cyanescens, y P. semilanceata (Blei et al., 2020). Asi,
harmano, harmina, norharmano y perlolirina se identificaron en las cuatro especies, mientras que

un posible isémero de cordisinina C/D también se consideré como metabolitos de P. mexicana

(Figura 5).

R! R?
harmano H Me
hermina OMe Me
norharmano H H

(
cordisininaC/D  H  y~OH
CH,

Figura 5. Estructuras quimicas de los alcaloides tipo f-carbolina encontrados en Psilocybe.

Aunque las f-carbolinas se identificaron en cantidades traza, es interesante su produccién
simultanea con psilocibina y psilocina debido a que es conocido que tienen propiedades
inhibitorias de la enzima monoamino oxidasa (MAO). La MAO inactiva a la psicotrépica

psilocina mediante su transformaciéon en 4-hidroxiindol-3-il-acetaldehido (Figura 6) (Blei et

al., 2020).

HO
- :()H ol o

O

MAO H
\ IN-CH; \
|
H H
psilocibina 4-hidroxiindol-3-il-acetaldehido

Figura 6. Estructura quimica de 4-hidroxiindol-3-il-acetaldehido.
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2.5 Psilocybe cubensis (Eatle) Singer, 1948

Psilocybe cubensis (Earle) Singer tiene particularidades
como crecer en un ambiente humedo con clima
tropical que, siendo coproéfilo, se puede encontrar
en excremento de ganado de pastoreo (bovinos,

caprinos) (Stamets, 1996).

Es una de las especies mas utilizadas para su
consumo debido a que presentan un mayor rango
de distribucién y estin asociadas a ambientes
disturbados, con ganado, por lo que generalmente

se encuentran en cercanias de centros urbanos

(Alban-J. et al., 2021).

El hongo (Figura 7) posee un pileo de 0.3 a 2.2 cm
de ancho, su forma es de cénica a convexa, con una
pequefia papila cuando es joven. Su color es
amarillo o café en el centro y blanquecino en el
margen y con una superficie lisa. El estipite de esta
especie posee un color blanquecino amarillento,

mientras que sus laminas son de color gris,

volviéndose oscuras, casi negras con la edad. A

medida que se desarrolla el velo, deja un anillo
Figura 7. Caracteristicas
macroscopicas de P. aubensis (Batle)

(Instituto de Salud Publica de Chile. Ministerio de Singer silvestre.

Salud., 2023).

membranoso blanco que se oscurece con el tiempo

La clasificacion taxondmica de este género, segun Index Fungorum, es la siguiente: dominio
Eucariota, reino Fungi, filo Basidiomycota, clase de los Agaricomycetes, del orden de los

Agaricales, de la familia Hymenogastraceae, el género Psilocybe y la especie cubensis (Index

Fungorum, 2023).
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3. HIPOTESIS

El estudio quimico de Psilocybe cubensis (Eatle) Singer que crece en el estado de Hidalgo conducira
al conocimiento de sus principales alcaloides, asi como de otro tipo de metabolitos primarios y
secundarios que no han sido descritos en esta clase de organismos, tales como acidos grasos,

esteroles y triterpenos.

4. OBJETIVOS

4.1 General

Analizar quimicamente la especie Psilocybe cubensis que crece en el estado de Hidalgo mediante
técnicas cromatograficas y espectroscopicas para aportar informaciéon sobre su composicion
quimica y contribuir al conocimiento de productos naturales con potencial aplicaciéon para el

tratamiento de trastornos psiquicos.

4.2 Especificos

T Colectar la especie Psilocybe cubensis del estado de Hidalgo.

-+

Analizar la morfologia del hongo silvestre.

T Obtener extractos por diversos métodos fisicos de la especie y determinar el mejor
método de extraccion para la especie.

T Separar los extractos mediante técnicas fisicas y cromatograficas hasta aislar sustancias
puras.

T Caracterizar por métodos fisicos y espectroscopicos los principales metabolitos

primarios y secundarios presentes en el extracto.

T Comparar los principales metabolitos secundarios del hongo silvestre y de cultivo.

-+

Cuantificar los compuestos mayoritarios identificados de Psilocybe cubensis.

T Evaluar la actividad ansiolitica y antidepresiva del extracto metandlico.

Hipotesis y objetivos




5. JUSTIFICACION

Los hongos del género Psilocybe tienen importancia biocultural y ancestral, dado que se han
utilizado en ceremonias magico-religiosas para sanar al “espiritu”. Es conocido que varias de
estas especies poseen propiedades alucinégenas que se atribuyen a dos alcaloides de tipo indélico

conocidos, la psilocibina y la psilocina.

A pesar del importante uso tradicional, pocos estudios quimicos se han llevado a cabo sobre
estos hongos, los cuales, se han enfocado a la deteccién y caracterizacion de los alcaloides
alucinogenos. En este sentido, la especie Psilocybe cubensis (Earle) Singer que crece en el estado de
Hidalgo no cuenta con estudios quimicos ni biolégicos, esta investigaciéon emprende su estudio
quimico con la finalidad de conocer la composicion quimica de sus extractos, y no sélo detectar

y caracterizar los alcaloides psicotrépicos.

A nivel mundial, con la llegada de la pandemia por COVID-19 se ha generado un incremento
en los casos de ansiedad, depresion y adicciones tanto en hombres y mujeres (IAPA, 2023), y el
suicidio se ha convertido en la cuarta causa de muerte en personas de 15 a 29 anos (OMS, 2023).
Los trastornos depresivos, de ansiedad y las adicciones son los que mas afectan en México
(Puebla, 2020). De acuerdo con las estadisticas, las muertes por suicidio a causa de trastornos
depresivos han ido en aumento, siendo el afio 2021 (el segundo afio de la pandemia por COVID-

19) donde se presento la tasa mas alta (INEGI, 2023).

Un dato importante es que, aunque existen tratamientos para los trastornos psiquicos, mas del
75% de las personas afectadas de los paises de bajo y mediano ingreso no reciben tratamiento

alguno (OMS, 2023).

Al término de este estudio se pretende obtener un extracto cuantificado de Psilocybe cubensis, el
cual, sirva de comparacion para el analisis cualitativo de otros lotes del hongo y permita optimizar
una posible ruta de accidn para el uso terapéutico (facilitara la identificacion de los cambios en
los procesos psicolégicos basicos que causa el consumo del hongo) de este producto natural en

personas con trastornos psiquicos.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Procedimientos generales

Para el analisis microscopico del hongo silvestre y de cultivo se utilizaron dos tipos de
microscopios: un Leica Zoom 2000 estereoscopico (para cortes) y un Velab Prime VE-T300
compuesto, equipado con una camara de 10 megapixeles del modelo VE-LX1000 de la misma
marca. Las imagenes resultantes se procesaron y analizaron con el software ImageView. La

preparacion del colorante necesario para la tincién con rojo Congo se realizé en el laboratorio.

La identificacién cualitativa de alcaloides se efectu6 mediante el empleo de reveladores
colorimétricos, tales como el reactivo de Dragendortf, el reactivo de Ehtlich y el reactivo de Van
Urk. Para la identificacién de otros tipos de compuestos, se utilizaron reveladores como sulfato
cérico amoniacal [(NH4)4Ce(SOy)4], v cloruro de cobalto (CoCly). En todos los casos, se

emplearon cromatofolios de gel de silice dispuestos sobre aluminio de dimensiones 3 x 5 cm.

Las separaciones cromatograficas de los compuestos con baja polaridad se efectuaron
empleando gel de sflice marca Sigma-Aldrich 60 A (230—400 mesh), en columnas de vidrio de 2
cm de diametro interno por 60 cm de altura. La separacién por cromatografia en capa fina se

realiz6 en cromatoplacas de gel de silice sobre aluminio de 2x 5 cm y 3 x 5 cm.

Las separaciones cromatograficas de los compuestos con alta polaridad se llevaron a cabo
empleando celulosa microcristalina marca (Merk) Avicel <20 pm, en columnas de vidrio de 1y

5 cm de diametro interno por 60 cm de altura.

Los espectros de RMN de 'H a 400 MHz y C a 100 MHz, asi como los experimentos en dos
dimensiones (COSY, HSQC y HMBC) se realizaron en un equipo Bruker de 400 MHz, usando
como disolventes CDCl;, D,O, Metanol-ds y DMSO-de.

Los espectros de IR se determinaron en un espectréometro IR de la marca Perkin Elmer:

Spectrum GX FT-IR System en pastillas de KBr para todos los compuestos.

Los puntos de fusién se midieron en el equipo marca BUCH]I, Melting Point B-540 usando
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Las rotaciones 6pticas se determinaron en H,O y CHCI; en un polarimetro marca Perkin Elmer

341 utilizando la linea del espectro de emision de Na y Hg.

La determinacion estructural de rayos-X de monocristal se realizé con un difractometro Gemini
(Agilent), con detector Atlas, fuente de radiacion de rayos-X de CuKa (A= 1,54184 A) a 293(2)
K en modo de exploracion w; el refinamiento de unidades se ejecuté utilizando 5022 reflexiones

detectadas, utilizando el software CrysAlisPro, Agilent Technologies, v.1.171.34.49.

El analisis por UHPLC-MS se realiz6 utilizando un sistema ACQUITY UPLC-H Class PLUS
de la marca Waters con una columna X-terra RP-18 con tamafio de poro de 125 A y tamafio de
particula de 3.5 pm, 4.6 x 100 mm, a temperatura de 40°C, la evaluacién de masas estuvo en un

rango de 100 a 500 Da, con la deteccién del ion en modo positivo.

6.2 Material fangico

En agosto de los afios 2021 y 2022 se recolectaron dos lotes de Psilocybe cubensis (Earle) Singer en
el municipio de Xochicoatlan, Hidalgo (Figura 10). También se obtuvieron tres lotes de P. cubensis

(Earle) Singer provenientes de cultivo controlado (Figura 11).

Se analiz6 la morfologia de cada lote (hongo silvestre y hongo de cultivo) para confirmar la
identidad de la especie, para la identificacion macroscopica (Figuras 12 y 14) se observo el pileo
de forma aplanada, con colores que variaron desde blanco con centro en tonos amarillos, hasta
color castafio oscuro con centro anaranjado, textura lisa, laiminas y esporas de color café oscuro
o negro, anillo o velo de color blanco. Estipite de forma cilindrica con escamas, al rasgarse se

torno azul o verde-azulado.

Para el analisis microscopico se realizaron cortes del himenio (correspondiente a las laminas) los
cuales se tifieron con rojo Congo al 1%; se caracteriz6 la forma y tamafio de las esporas, la
presencia de basidios, pleurocistidios y queilocistidios, que son caracteristicos de esta especie
(Alban-]. et al., 2021) (Figuras 13 y 15), ademas, se realiz6 una comparacién de la morfologia del

hongo silvestre y de cultivo.
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6.3 Extraccion, identificacion y aislamiento

Los hongos silvestres y de cultivo secos y triturados (carpoforos) se extrajeron por diferentes

metodologias:
T Extraccion por reflujo secuencial con gradiente de polaridad

El carpoforo fue sometido a extraccion mediante reflujo durante 6 horas y, de manera secuencial,
con hexano, AcOEt y MeOH grado HPLC, utilizando la misma cantidad de cada uno.
Posteriormente, el producto se filtré y concentré en el rotavapor con vacio para obtener los tres

extractos COIICSpOﬁdiCHtCS.

Con el extracto hexanico, se llevé a cabo una CC utilizando silice como fase estacionaria y
Hexano-AcOEt (9:1) como fase mévil; se colectaron fracciones de 20 mL. En el eluato 5 se aislé
y caracterizé el ergosterol (cristales incoloros con forma de aguja). Se realizaron analisis de RMN
de 'H y PC (Figuras 30 y 31), asi como los experimentos COSY (Figura 32), HSQC (Figura 64),
HMBC (Figura 65) y el espectro de IR (Figura 74).

Con el extracto de AcOEt, se realizé una CC con silice como fase estacionaria y CHCl;-AcOEt
(4:1) como fase moévil. Se colectaron fracciones de 10 mL y en los eluatos 4 y 5 se identificé y
caracteriz6 el peroxido de ergosterol (polvo blanco). Se llevaron a cabo analisis de RMN de

"H, PC y experimento COSY (Figuras 37, 38 y 39), asi como de 2D (Figuras 66 y 67).

T Extraccion con MeOH HPLC por ultrasonido

El carpoforo fue extraido con MeOH grado HPLC mediante agitacion asistida por ultrasonido
durante 4 h, utilizando una frecuencia de 53 KHz y una temperatura de 40 °C. Posteriormente,
se filtro y concentrd en el rotavapor con vacio (40 °C, 337 mbar), resultando en la obtencién de
un extracto. A partir de una pequefia cantidad del extracto disuelto en H>O destilada, se llevé a
cabo una sepatracion bifasica liquido-liquido (particién) con EtO/H2O en proporcion 1:1. Se
realizaron tres lavados con la fase organica, la cual se secé con Na,SO, anhidro, se filtré y

concentr6 en el rotavapor con vacio; el proceso se repitié con la fase acuosa, excluyendo el
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Con el apoyo de los reveladores colorimétricos para alcaloides, se determiné que estos estaban

presentes en las fases acuosas.

La fase acuosa se sometié a CC utilizando celulosa microcristalina como fase estacionaria y #-
BuOH saturado con H>O como fase movil. Se recogieron fracciones de 5 mL en viales de cristal,

y las pruebas colorimétricas para alcaloides resultaron positivas en los eluatos 31-30.

Uno de los eluatos se utilizé para llevar a cabo una CC utilizando gel de silice C18 como fase
estacionaria y MeOH como fase moévil. Se recogieron fracciones de 2 mL en viales de cristal. En
el eluato 5, se aislo y caracterizé el alcaloide principal, la psilocibina (resina ambar oscura). Se
realizaron analisis de RMN de 'H y °C (Figuras 51 y 52), junto con experimentos COSY, HSQC
y HMBC (Figuras 53, 72 y 73 respectivamente).

T Extraccion con MeOH HPLC por reflujo

El carpoforo se extrajo con MeOH grado HPLC sometiéndose a un reflujo por 6 h, finalmente
se filtra y se concentra en el rotavapor con vacio (40 °C, 337 mbar), obteniéndose el extracto
correspondiente. En este producto se observé la formacion de cristales incoloros, los cuales,
correspondieron al disacarido «,u-trehalosa; Los cristales fueron adecuados para su estudio por
difraccién de rayos-X de monocristal (Figura 76), RMN de 'H y “C (Figuras 42 y 43),
experimentos COSY, HSQC, HMBC (Figuras 44, 69 y 70 respectivamente) y espectro de IR

(Figura 75).

T Extraccion con CH;COOH al 5%

El carpéforo fue sometido a extraccion por maceracion durante 30 dias con CH;COOH glacial
al 5% en H,O. Luego, se filtr6 y concentrd en el rotavapor con vacio para obtener el extracto
correspondiente, que presentd un color café oscuro y una consistencia aceitosa. Su analisis por

RMN de 'H (Figura 57) evidenci6 la presencia de a- y B-D-glucopitanosa.
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6.4 Actividad antidepresiva y ansiolitica

Los estudios bioldgicos se llevaron a cabo en el Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la
Fuente Mufiiz (INPRFM) ubicada en la CDMX, en colaboracién con la Dra. Marfa Eva
Gonzalez Trujano. A continuacion, se describe de manera breve en qué consistieron las pruebas

preclinicas.

T Efecto ansiolitico y antidepresivo en modelo murino

En el estudio se utilizaron ratones machos de la cepa Swiss Webster, con un peso de 25 - 30 gy
una edad de 8 £ 1 semanas, los cuales, fueron criados en las instalaciones del bioterio del

Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Muniz INPREFM).

Los animales se mantuvieron en condiciones estandares de laboratorio de investigaciéon con un
entorno a una temperatura constante de 22 £ 2°C y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h. Se
organizaron en grupos de al menos 6 ratones y se les proporciond acceso ilimitado a alimentos

y agua (ad libitum).

El protocolo experimental se llevé a cabo de acuerdo con las pautas establecidas en la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999), los lineamientos del comité institucional (registro
previo para el uso de modelos experimentales en ratones bajo el No. CONBIOETICA-09-CEI-
010-20170316), asi como las directrices del Comité de Bioseguridad CB-005/2023 y los
proyectos de investigaciéon NC12.3280.0/NC17073.0.

Los farmacos de referencia como ansioliticos y antidepresivos fueron la Buspirona (BUS), la
Fluoxetina (FLX) y la Imipramina (IMI), respectivamente, obtenidos de Sigma Aldrich (St. Louis
Mo, USA).

El hongo P. cubensis (Earle) Singer completo, el extracto metanodlico por ultrasonido, as{ como
sus particiones, se resuspendieron en agua destilada o en tween 80 al 0.5%, respectivamente,
para su administracion tanto por via enteral (gastroesofagica, p.o.) como parenteral

(intraperitoneal, i.p.) en un volumen de administracion de 0.2 mLL/10 g de peso corporal para las
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dosis mas altas (1000 mg/kg), y en 0.1 mL/10 g de peso corporal para las dosis bajas (1, 10, o

100 mg/kg) y para los farmacos de referencia.

Las dosis utilizadas en el disefio experimental fueron seleccionadas basandose en investigaciones
previas de la literatura cientifica o en experimentos preliminares realizados en el laboratorio de

Neurologia de Productos Naturales del INPRFM (Gonzalez-Trujano et al., 2021).




7. RESULTADOS Y DISCUSION

La metodologia empleada en el desarrollo del proyecto se presenta en la figura 8, este proceso
abarca desde la obtencion y recoleccién de hongos tanto de cultivo como silvestres, pasando por
la identificacién macroscopica y microscopica, hasta llegar al secado y molienda del material
fungico. Posteriormente, se lleva a cabo la extracciéon de compuestos mediante diversos métodos
fisicos y disolventes, seguido de un analisis preliminar mediante CCF y separaciones bifasicas.
La CC se emplea para aislar compuestos especificos, los cuales son sometidos a un analisis a
través de métodos espectroscopicos y fisicos. Este analisis tiene como objetivo determinar la
estructura molecular de los compuestos obtenidos. Finalmente, se realiza una evaluacion
biolégica a través de pruebas preclinicas para analizar la actividad farmacoldgica de los
compuestos identificados. Este enfoque integral garantiza una comprension detallada de los

aspectos quimicos del proyecto.

[Obtencién de hongo de cultivoj

Identificaciéon morfolégica — Colecta de hongo Silvestre]

[ Evaluacion biolégica]

[ Secado y moliendaj

(Estructura molecular )— Actividad farmacoldgica

Disolventes y métodos fisicos

Métodos espectroscopicos : :
[Obtencién de extractos] Aislamiento de compuestos

Identificacion de alcaloides
Analisis preliminat ———— CCF CC

Extraccion bifasica

Figura 8. Metodologia para el desarrollo del proyecto.
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7.1 Obtencion, identificacion y conservacion del material fangico

7.1.1 Sitio de recolecta y conservacion de la biomasa

Psilocybe cubensis se recolecté de forma aleatoria en la zona Norte del estado de Hidalgo, dentro
de la Sierra Madre Oriental de la Huasteca Hidalguense: Xochicoatlan (xochitl flor y cuanhtl: arbol,
“lugar de arboles que florean”) (Figura 9). Colinda al norte con los municipios de Lolotla y
Calnali; al este con el municipio de Tianguistengo; al sur con los municipios de Tianguistengo,
Zacualtipan y Metztitlan; al oeste con los municipios de Metztitlan, Molango y Lolotla; se
encuentra a una altitud sobre el nivel del mar de 1,680 metros (Mayorga-Saucedo et al., 1998).
Posee un clima templado humedo con régimen de lluvias de verano, porcentaje de lluvias de
invierno mayor de 10.2, oscilacién anual de las temperaturas mensuales extremosas (entre 12°C
a 22 °C). Los Rios de Chinameca, Tecamachal y Xocontla cruzan el municipio, mayoritariamente

hay sierras altas escarpadas y mesetas con lomerios, por lo que cuenta con acantilados INEGI,

2010).

Figura 9. Sitio de recolecta. Xochicoatlan, Hidalgo.

Se realiz6 una recolecta por afio, en la primera (2021) se obtuvieron 581 g frescos, los cuales se

secaron enteros a la sombra por 30 dfas en un espacio limpio, con ventilacién y protegido para
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evitar la presencia de insectos, roedores, animales domésticos o restos de estos animales. El peso

de los hongos secos fue de 49.2 g, teniendo una pérdida aproximada del 91.5% de agua.

En la segunda (2022) se recolectaron 594 g de hongo fresco, los cuales se secaron a la sombra
por 30 dias. El peso de los hongos secos fue de 68.1 g, teniendo una pérdida de 88.54 % de agua.

Ademas, se recolectaron 121.9 g de estiércol de vaca donde habia micelio del hongo.

El hongo recolectado cumplié con las caracteristicas macroscopicas descritas en la literatura
(Stamets, 1996), de las cuales destacaron: color que varié de blanco a castafio oscuro con centro
en tonos amarillos, laminas y esporas de color café oscuro, anillo o velo de color blanco y al

rasgarse tomo un color azul marino (Figura 10).

Figura 10. Ejemplares de P. cubensis (Earle) Singer silvestre en diferentes etapas de madurez

encontrados en estiércol de vaca en la zona de Xochicoatlan.

Por otro lado, se obtuvieron tres lotes de Psilocybe cubensis de cultivo. El primer lote (2021) pesé
1 Kg fresco, el cual se dejo6 secar por dos semanas y tuvo una pérdida aproximada de 92.52% de

agua; el peso del hongo deshidratado fue 74.8 g.
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El segundo lote (2022) tuvo un peso de 255.6 g deshidratado, perdiendo aproximadamente 91%
en agua. El tercer lote (2023) tuvo un peso de 128.9 g deshidratado, perdiendo aproximadamente

90% en agua.

El hongo de cultivo present6 algunas variaciones de coloracion y forma (tanto en vista lateral
como en el centro) del pileo en comparacion a las descritas en la literatura (Delgado Fuentes,
1989). Las caracteristicas macroscopicas que destacaron fueron: color castafio oscuro, laminas y
esporas de color café oscuro, anillo o velo de color blanco vy, al rasgarse, tomé un color azul

marino (Figura 11).

Figura 11. Ejemplares de P. cubensis (Earle) Singer de cultivo en diferentes etapas de madurez.

7.1.2 Identificaciéon morfoloégica del hongo

La identificacién morfoldgica se realiz6 mediante observacion y analisis tanto macroscopico
como microscopico, se siguieron los estandares y terminologia propuesta por Largent et al.,
1977, Delgado Fuentes, 1989 y Alban-]. et al., 2021. En el analisis microscépico se realizaron
cortes a mano alzada con ayuda de un microscopio estereoscopico; se examinaron diversas

estructuras como las esporas, los basidios y cistidios con un microscopio compuesto.
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Las muestras se tifieron con rojo Congo al 1%, las dimensiones se determinaron directamente
utilizando objetivos de 40X y 100X, este dltimo con aceite de inmersion; se capturaron
fotografias con una camara incorporada de 10 MP marca Velab y analizadas con el software

ImageView.

Los autores de los nombres cientificos se indican de acuerdo al Index Fungorum—Authors of

Fungal Names (revisado en 2023) (Index Fungorum, 2023).

Finalmente, el material recolectado fue procesado y posteriormente un ejemplar se deposito en
el Herbario “Gastéon Guzman Huerta” de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del

Instituto Politécnico Nacional con nimero de referencia 121805.

7.1.2.1 Hongo silvestre

Psilocybe cubensis (Earle) Singer, (1948) = Stropharia cubensis Earle, = §. caernlescens (Pat.) Singer, =
S. eyanescens Murtil, = S. subacyanescens Rick = Naematoloma caernlescens Pat., = Hypholoma caernlescens
(Pat.) Sacc. et Trotten, = Psilocye cubensis var. caerulescens (Pat.) Singer et A. H. Smith, = P. cubensis

var. ¢yanescens (Murrill) Singer et A. H. Smith (Guzman, 2005).

Habito de crecimiento gregario, coprofilo de pileo con tamafo promedio de 70 x 14 mm de
diametro con variaciones de color de castafio claro a naranja claro, forma plano-convexa en vista
lateral y orbicular en vista apical, centro umbonado con superficie seca y borde entero. Laminas
de 24 x 13 mm con tonalidad grisacea subdistantes y subadheridas, siendo ventricosas con borde
liso. El estipite de 85 mm de largo con unién central al pileo, de forma cilindrica con una base
subbulbosa de consistencia cartilaginosa y hueco. Superficie glabra con escamas, al ser lesionado
cambia de color a azul marino o negro en ejemplar deshidratado. Velo o anillo de color blanco
en una posicion subapical, con permanencia fija y estructura simple, unién peronada o

envolvente (del velo con el estipite) y membranaceo (Figura 12).
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Figura 12. Basidiomas de P. cubensis silvestre. a) Espécimen maduro. b) Primordio. ¢) Laminas.
d) Pileo en vista apical. €) Corte longitudinal del estipite. f) Forma de la lamina. g) Corte
transversal del estipite.

Esporas con tamafio promedio de 10.3 um de largo y 6.2 um de ancho, bilateralmente simétricas
en vista frontal y, de acuerdo al coeficiente Q (Largent et al., 1977), heterodiamétricas elipticas
con pared gruesa y lisa. Basidios con tamafio promedio de 20.4 um de largo por 7.8 um de ancho

de pared delgada y esterigmados.
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Pleurocistidios con tamafio promedio de 21.8 um de largo por 10 um de ancho de pared delgada,
cilindricos a ventricosos. Queilocistidios con tamafio promedio de 17.3 um de largo por 5 um

de ancho de pared delgada, ventricosos a anchamente filiformes y abundantes (Figura 13).

Figura 13. Microscopia de P. cubensis silvestre. a) Esporas. b) Basidios con esterigmas. c)
Pleurocistidios. d) Queilocistidios.

Resultados y discusion



7.1.2.2 Hongo de cultivo

Habito de crecimiento gregario con union estipitada del cuerpo fructifero al sustrato. Pileo con
variaciones de color de naranja oscuro a castafio oscuro, de forma pulviniforme en vista lateral
y orbicular en vista apical, centro obtuso con superficie seca; su margen tuvo forma decurvada
en corte longitudinal con borde entero y uniéon al contexto heterogéneo. Las laminas, de

tonalidad grisacea, subdistantes y adheridas de forma ancha y borde liso.

Figura 14. Basidiomas de P. cubensis de cultivo. a) Espécimen maduro. b) Primordio. c)
Laminas. d) Pileo en vista apical. €) Corte longitudinal del espécimen. f) Forma de la lamina. g)

Corte transversal del estipite.
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El estipite con unién central al pileo, forma cilindrica con base subbulbosa y contexto hueco.
Superficie lisa y sin escamas, al ser lesionado con cambio de color a azul verdoso o negro en
ejemplar deshidratado. Velo parcial de color blanco, en posicién subapical con permanencia

temporal y estructura de banda (Figura 14).

Figura 15. Microscopia de P. cubensis de cultivo. a) Esporas. b) Basidios con esterigmas. c)
Pleurocistidios. d) Fibulas.
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Esporas con tamafio promedio de 12 pm de largo y 7.5 pm de ancho, bilateralmente simétricas
y subhexagonales en vista frontal, heterodiamétricas elipticas con pared gruesa y lisa de acuerdo
al coeficiente Q (Largent et al., 1977). Basidios de pared delgada y esterigmados, pleurocistidios

de pared delgada con forma cilindrica a ventricosa, fibulas en abundancia (Figura 15).

Durante las recolecciones efectuadas en los dltimos tres afios, se identificaron modificaciones en
la morfologia y coloracion del pileo de P. cubensis (Figura 16). Estas alteraciones se atribuyen a
factores ambientales, como las condiciones fisicas y quimicas del entorno. En relacién al estipite,
laminas, la coloracion azul al lastimar el hongo, asi como el analisis microscopico, se observaron

cumpliendo con todas las caracteristicas descritas en la literatura (Alban-]. et al., 2021).

En la zona, se registré una notable reduccién en el crecimiento del micelio y, como resultado,
en la fructificaciéon del hongo debido a la manipulacion humana en el ambiente (deforestacion,

contaminacion, mala técnica de recoleccion de hongos, escasez hidrica, etc.) (Moreno et al., s.f.).

2021

Forma cénica con
centro obtuso

Forma plana con
centro obtuso

Forma plana-convexa Forma plana-convexa
con centro umbonado con centro cuspidado

2022 2023

Figura 16. Variaciones anuales en las caracteristicas macroscopicas del pileo de P. cubensis
silvestre.




7.2 Obtencion de extractos

Los hongos enteros y secos de cada lote silvestre y de cultivo se molieron de forma mecanica en
un mortero, ya triturados se sometieron a diversos métodos de extraccion. La escasez de hongos
silvestres para la obtencién de extractos destaco la necesidad de enfocarse en el estudio quimico

de hongos cultivados.

A continuacion, se describen los métodos de extracciéon que arrojaron los mejores resultados:

7.2.1 Hongos silvestres
7.2.1.1 Extraccion secuencial por reflujo

El primer lote recolectado de hongo silvestre seco (2021) fue procesado, pesando 49.2 g. El
carpoforo fue extraido mediante reflujo durante 6 h, de manera secuencial, utilizando hexano al
99%, AcOEt grado HPLC y MeOH grado HPLC (450 mL de cada uno). Posteriormente, cada
fraccion fue filtrada y concentrada en el rotavapor con vacio (40 °C), obteniendo asi los extractos
respectivos de hexano (0.3101 g), AcOEt (0.4485 g) y MeOH (3.7983 g) (Figura 17). La
consistencia de los extractos hexanico y AcOEt fue pastosa, mientras que la del extracto

metandlico fue aceitosa.

Figura 17. Extractos obtenidos mediante reflujo secuencial del hongo silvestre. De izquierda a

derecha: hexano, AcOEt y MeOH.
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7.2.1.2 Extraccion con MeOH por ultrasonido

Se llevé a cabo con el carpétforo del segundo lote de P. cubensis, que tenfa un peso de 68.1 g. Fue
extraido mediante agitacion asistida por ultrasonido con MeOH grado HPLC (1000 mL) durante
6 h, utilizando una frecuencia de 53 KHz y una temperatura de 40 °C (Figura 18). El resultado

fue un extracto de color ambar con consistencia aceitosa, pesando 11.8532 g.

Figura 18. Segundo lote de carpoforo de P. cubensis en ultrasonido.

A partir de 10 g del extracto obtenido, se llev6 a cabo una sepatacién bifasica con Et,O/H,O.
El extracto se disolvié en 500 mL de H»O destilada mediante calentamiento y se afiadié a un
embudo de separacién. Luego, se agregaron 250 mL de Et,O, se agit6 y se dejo reposar para la
separacion de las fases. Se repiti6 el lavado dos veces con 250 mL cada vez, sumando un total

de 500 mL de Et,O.

La fase organica se seco con Na,SO, anhidro, se filtré y concentré en el rotavapor con vacio (40
°C), resultando en un residuo de 0.0650 g. Este proceso se repitié con la fase acuosa

(exceptuando la adiciéon de NaxSO4 anhidro) para obtener 5.8379 g.




7.2.2 Hongos de cultivo

7.2.2.1 Extraccion con MeOH por ultrasonido

30.1 g del primer lote de carpéforo se extrajo con MeOH grado HPLC (300 mL) mediante
agitacioén asistida por ultrasonido durante 1 h, utilizando una frecuencia de 53 KHz y una
temperatura de 40 °C. Luego, se filtré y concentré en el rotavapor con vacio (40 °C, 337 mbar).
El extracto presentd una apariencia aceitosa de color ambar, y en el fondo y paredes del matraz
se observo un precipitado de color blanco con aspecto ceroso (Figura 19). Este precipitado

resulté ser insoluble en MeOH y CH,Cly, pero soluble en H>O.

Figura 19. Extracto de Psilocybe cubensis (izquierda) y precipitado blanco (derecha).

Se realiz6 una particidén con hexano/H,O utilizando 3 g del extracto. Inicialmente, el extracto se
disolvié con la minima cantidad de H>O destilada mediante calentamiento y se agregd a un
embudo de separacién. Luego, se lavé dos veces con 40 mL de hexano cada una, sumando un

total de 80 mL de hexano.

La fase organica se sec6 con Na,SO4 anhidro, se filtré y se concentré en el rotavapor, resultando
en un residuo de 0.2585 g. La fase acuosa también se concentrd en el rotavapor, obteniendo

27001 g.
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7.2.2.2 Extraccion secuencial por reflujo

El carpéforo restante del primer lote (44.7 g) fue sometido a extraccion mediante reflujo durante
6 h y de manera secuencial con hexano al 99%, AcOEt grado HPL.C y MeOH grado HPLC,
utilizando 450 mL de cada disolvente. Después, se filtré y concentro en el rotavapor, obteniendo

asf los correspondientes extractos de hexano (0.1749 g), AcOEt (0.4362 g) y MeOH (0.6302 g)
(Figura 20).

Figura 20. Extractos obtenidos mediante reflujo secuencial del hongo de cultivo. De izquierda

a derecha: hexano, AcOEt y MeOH.

7.2.2.3 Extraccion con MeOH por reflujo

El segundo lote de carpoéforo de cultivo tuvo un peso de 255.6 g. Fue extraido mediante reflujo
durante 8 h a una temperatura maxima de 45 °C con MeOH grado HPLC (2.5 L). Luego, se
filtré y concentrd en el rotavapor con vacio (40 °C, 337 mbar), resultando en un extracto de
color ambar (mas claro que los anteriores) con apariencia aceitosa y un peso de 21.3436 g. En el

fondo del matraz se observaba la presencia de cristales alargados (Figura 21).

Figura 21. Extracto del segundo lote de P. cubensis de cultivo (izquierda) y cristales en el fondo

del matraz (derecha).
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7.2.2.4 Extraccion con CH3;COOH al 5%

Se extrajeron 2.0345 g del tercer lote de carpoforo de cultivo utilizando
100 mL de una solucién de CH3;COOH glacial al 5% en H>O destilada
mediante maceracién durante 30 dias a la sombra y a temperatura

ambiente. Después, se filtr6 y concentré en el rotavapor con vacio,

resultando en un extracto de color café oscuro con apariencia aceitosa

que peso 1.2234 ¢ (Figura 22).

Figura 22. Extracto
del tercer lote de P.
cubensis de cultivo.

Los rendimientos de cada extracto se calcularon y se enlistaron en la siguiente tabla:

% Rendimiento = MMOO%
Ycarpsforo

Tabla 1. Rendimiento de los extractos obtenidos.

Hongos silvestres
Extracto Gearpsforo Qextracto % Rendimiento
Extraccién secuencial por reflujo
Hexano 03101 g 0.63 %
AcOE? 492¢ 0.4485 ¢ 0.91 %
MeOH 37983 ¢ 7.72 %
Extracciéon con MeOH por ultrasonido 68.1¢g 11.85 ¢ 17.41 %
Hongos de cultivo
Extracto Gearpéforo Gextracto % Rendimiento
Extraccion secuencial por reflujo
Hexano 0.1749 ¢ 0.39 %
AcOE? 4.7 ¢ 0.4362 ¢ 0.98 %
MeOH 0.6302 g 1.41 %
Extracciéon con MeOH por ultrasonido 30.1¢g 0.7389 g 22.39 %
Extraccion con MeOH por reflujo 2556 ¢ 21.3436 ¢ 8.35 %
Extraccion con CH3COOH al 5% 2.0345 ¢ 1.2234 ¢ 60.13 %
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Analizando los rendimientos de extraccion, se observa que el método de extraccion con MeOH
por ultrasonido supera en eficiencia a los procesos de reflujo y reflujo secuencial con diferentes
disolventes. Esta superioridad se atribuye a la capacidad del ultrasonido para generar burbujas
de cavitacién mediante presion acuistica. En otras palabras, la sonicacién provoca fragmentacion
y erosiéon en el hongo triturado, aumentando significativamente el area de contacto con el
disolvente. Esto, a su vez, acelera la velocidad de reaccion y reduce el tiempo necesario para la

extraccion.

En contraste, la extraccion con MeOH por reflujo resulta efectiva debido al aumento de
temperatura, que provoca cambios en los momentos dipolares del disolvente, facilitando la
extraccion de diversos componentes. Sin embargo, este método se caracteriza por un tiempo de
reaccion prolongado, lo que puede afectar la integridad de compuestos termosensibles como los
alcaloides, que disminuyen o se pierden durante el proceso. Esta observaciéon se confirmé
mediante pruebas colorimétricas para la identificaciéon de alcaloides, donde se noté una mayor
intensidad de mancha en el extracto obtenido por ultrasonido en comparaciéon con el obtenido

por reflujo, sugiriendo una mayor concentracion de alcaloides.

En cuanto a la extraccién por maceracion con CH;COOH al 5%, aunque presenta un
rendimiento superior, se limita a la extraccioén de sacaridos excluyendo otros compuestos, debido
a que su propiedad acida le permite interactuar con los enlaces glicosidicos, provocando su

hidrélisis y dividiendo las moléculas de sacaridos en unidades mas pequefias y solubles.

Es importante considerar que el uso de acidos puede ser selectivo y especifico para ciertos tipos
de compuestos, como los sacaridos en este contexto, y puede no ser igualmente eficiente para
otros tipos de extracciones, por lo tanto, si el objetivo es la extraccion especifica de estos

sacaridos, este método podria considerarse como la opcién mas adecuada.




7.3 Analisis quimico preliminar
7.3.1 Extractos secuenciales por reflujo

Cada extracto del hongo silvestre y de cultivo fue analizado por RMN de 'H y CCF. En el anlisis
por CCF se usaron los reveladores (NH4)4Ce(SO4)s y CoClz en la CCF, los cuales, después de la
aplicacion se calentd en la parrilla para evidenciar los compuestos. Los reveladores fueron

elaborados de la siguiente manera:
T (NH4)4C€(SO4)4

Se prepard una solucion al 1% con 12 g de (NH4)4Ce(SO4)s y H2O con hielos. Luego, se agregd

gota a gota 12.5 mL de H,SO4 concentrado, agitando constantemente hasta disolver.
T COCIZ

Se elabordé una solucién con 3.5 g de CoCl, en 100 mL de H>O fria, a la cual se agregaron

lentamente 5 mL de H,SO, concentrado, agitando constantemente y hasta disolver.

En los espectros de RMN de '"H del extracto hexanico, tanto en el de cultivo (Figura 23) como
en el hongo silvestre (Figura 24) se observaron senales caracteristicas de acidos grasos
insaturados y como compuestos minoritarios esteroles. En los espectros de AcOEt se
observaron sustancias grasas y, en menor proporcion, sefales caracteristicas de esteroles,
mientras que en los extractos metandlicos se observaron sefiales principalmente de

carbohidratos y compuestos grasos minoritarios.

El extracto hexanico del hongo de cultivo se analiz6é por cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (GC-MS), lo cual permiti6 identificar cuatro componentes mayoritarios:
el éster metilico del acido palmitico (tr = 12.29 min, Figura 77), la psilocina (tx = 12.94 min,

Figura 78), éster metilico del acido linoleico (tr = 13.12min, Figura 79) y el ergosterol (tzx = 17.98

min, Figura 80) (revisar informacién de soporte).
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Figura 23. Espectros de RMN de 'H (400 MHz) de la extraccién secuencial del hongo de cultivo.
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Figura 24. Espectros de RMN de "H (400 MHz) de la extraccién secuencial del hongo silvestre.
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7.3.2 Extractos con MeOH por ultrasonido

Tanto el extracto total como las respectivas particiones del hongo silvestre y de cultivo, se
analizaron por RMN de 'H y por CCF. Se usaron tres reveladores colorimétricos para la
identificacion cualitativa de alcaloides, los cuales dieron positivo en el extracto total y en la fase

acuosa de la particion. Los reactivos fueron elaborados de la siguiente manera:
T Reactivo de Dragendorff

Una solucién de 8 g de KI en 30 mL de H»O se agrega en proporcion 1:1 a una solucion de 0.85
g de NOsBi(OH); con 10 mL. de CH;COOH glacial y 40 mI. de H,O destilada con agitacion
constante. Después de la aplicacién se anadié una solucion de H,SO,4 al 10% en EtOH para

intensificar las areas coloreadas, la prueba es positiva para coloracién roja o naranja brillante.
T Reactivo de Ehtlich

1 g de p-dimetilaminobenzaldehido (DMAB) se disolvié en 95 mILL de EtOH y lentamente se le
agrego a esta solucion 20 mL de HCI concentrado, agitando constantemente hasta disolver. La

prueba es positiva si hay coloracion violeta, verde, azul o roja.
T Reactivo de Van-Utrk

Una solucion de FeCls al 5% en H>O se agrega a otra solucion con 0.125 g de DMAB disuelta
en 100 mL de una solucién de H.SO4 al 60% con agitacién constante. La prueba es positiva si

hay coloracién azul.

En los espectros de RMN de 'H de los extractos con MeOH se observaron sefiales tipicas de
carbohidratos y en menor proporciéon sefiales de acidos grasos, esteroles y compuestos
aromaticos. En las particiones de hexano y Et;O (fases organicas del hongo de cultivo y silvestre,
respectivamente) se apreciaron principalmente sefales de sustancias grasas y esteroles, mientras
que en las fases acuosas se evidenci6 la presencia de carbohidratos y en cantidades pequenas,
seflales de compuestos aromaticos (posibles alcaloides) (Figura 25 y 26). En el espectro del

precipitado blanco se observaron sefiales tipicas de carbohidratos.
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Figura 25. Espectros de RMN de 'H (400 MHz) del extracto total (MeOH) y las particiones del hongo de cultivo.
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Figura 26. Espectros de RMN de 'H (400 MHz) del extracto total (MeOH) y las particiones del hongo silvestre.
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7.3.3 Extracto con MeOH por reflujo
7.3.3.1 Identificacion de alcaloides por UHPLC

Para el analisis se disolvieron muestras de 1 o 20 mg del extracto MeOH y su particién acuosa
en MeOH grado HPLC y se inyectaron en el equipo UHPLC. Se empled una columna X-terra
RP-18 y un volumen de inyeccion de 10 ul. El analisis se realiz6 a 40 °C; como fase movil se
utilizé A: CH;COOH al 0.1 % y B: acetonitrilo (ACN) se programé en gradiente con un flujo
de 0.3 mIL/min con un total de 10 min (Tabla 2). La evaluacién de masas estuvo en un rango de

100 a 500 Da, con la deteccién del ion en modo positivo.

Tabla 2. Gradiente de flujo en el analisis de UHPLC.

Tiempo (min) | CH,COOH al 1% ACN
0 70 % 30 %
1.20 50 % 50 %
4 80 % 20 %
5 0 % 100 %
10 100 % 0 %

En el perfil cromatografico UHPLC de la fase acuosa (Figura 27) se identificaron los alcaloides
principales: psilocina (1) con PM = 204,30 g/mol y psilocibina (2) con PM = 284,25 g/mol; el

tiempo de retencion fue de 0.924 min y 1.051 min, respectivamente.

En el espectro de UV se observan las bandas de absorcion a 257.3 nm y 265.6 nm que coinciden
con el espectro de UV reportado de estos alcaloides (Hofmann et al., 1958). Estas bandas se han
atribuido a la interaccion © = m*. Por su parte, en el espectro de HRMS se observa el i6n

molecular M+1 de las dos sustancias.
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Figura 27. Cromatograma UHPLC de la fase acuosa (negro), espectros UV (azul) y HRMS
(rojo).

7.3.4 Extraccion con CH;COOH al 5%

El extracto del hongo de cultivo se analizé por RMN de 'H y por CCF. De igual forma se usaron
los tres reveladores colorimétricos para la identificacion cualitativa de alcaloides en la CCF: el
reactivo de Dragendorff, reactivo de Ehtlich y el reactivo de Van-Urk. Las pruebas dieron

levemente positivo a la presencia de anillos de indol.

En el espectro de RMN (Figura 28) se observan en mayor proporcion sefiales de proton
anomérico a diferentes desplazamientos, también se observan senales de -CH base de -OH entre

3.1-4.0 ppm tipicas de los carbohidratos.
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del extracto con CH;COOH al 5% del hongo de cultivo.
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7.4 Separacion cromatografica e identificacion de compuestos

7.4.1 Ergosterol
7.4.1.1 Hongo de cultivo

El extracto hexanico por reflujo secuencial (0.0938 g) se sometié a CC empacada con 6” de gel
de silice Sigma-Aldrich (6.0643 g), usando como eluyente un sistema de Hexano—AcOEt (9:1,
8:2,7:3, 6:4 y 5:5) y colectando 28 fracciones de 20 mL. La fracciéon 5 eluida con mezcla 9:1 (7.7
mg), mostro la presencia de cristales en forma de agujas amarillas que posteriormente se lavaron
con MeOH, quedando unos cristales en forma de agujas incoloras. Su espectro de RMN de 'H
(400 MHz, CDCls, 29 °C) (Figura 30) mostré sefiales entre 5.21-5.57 ppm pertenecientes a
protones insaturados, en 3.64 ppm una sefial multiple para CH base de OH, entre 1.2-2.1 ppm
seflales pertenecientes a grupos metinos, en 2.29 y 2.47 ppm sefiales de un metileno, y entre 0.6—
1.1 ppm sefiales de grupos metilo. En el espectro de RMN de “C (100 MHz, CDCls;, 29 °C)
(Figura 31) se observaron sefiales entre 116—142 ppm de los carbonos insaturados, en 70.48 ppm

el carbono base de OH y de 12.05-21.11 ppm sefiales de carbonos de metilos.

Con apoyo de una muestra auténtica (Sigma-Aldrich) y la comparacién de su espectro de RMN
de 'H (Figura 33, Tabla 3) se comprobé que este compuesto es el ergosterol. El anélisis mediante
RMN en 2D (Figuras 64 y 65), incluyendo el experimento COSY (Figura 32) y la comparacion
con la literatura (Seo et al., 2009) son consistentes. Igualmente se determiné el punto de fusiéon

de los cristales (163167 °C) junto con su [a]d’ "¢ —106° (c 0.1, CHCl;) y se compar6 con la

reportada (164—165 °C y [a]3° € _103° [c 0.1, CHCLy]) (Seo et al., 2009); también se determiné
su espectro de IR (Figura 74).

HO

Figura 29. Estructura molecular del ergosterol (izquierda) y extracto aislado (derecha).
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del ergosterol aislado del hongo de cultivo.
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Figura 31. Espectro de RMN de "C (100 MHz) del ergosterol aislado del hongo de cultivo.
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Figura 32. Espectro COSY del ergosterol aislado del hongo de cultivo.
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Figura 33. Espectros de RMN de 'H (400 MHz) del ergosterol aislado del hongo de cultivo (negro) y el reactivo de Sigma-Aldrich (verde).
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Tabla 3. Comparacién de los datos del desplazamiento quimico (en ppm) entre el ergosterol

aislado del hongo de cultivo y el reportado (Seo et al., 2009).

Aislado Referencia
Posicion | 5141 (mult., Jen 55C 8 'H (mult., Jen 55C
Hz) Hz)

1 - 38.39 - 38.6
2 - 32.01 - 32.2
3 3.64 (m) 70.48 - 70.7
4 _ 40.81 - 41
5 - 139.79 - 140
6 557 (dd, 2.6 y5.7)  |119.6 5.55 (dd, 2.8 y 5.4) |119.8
7 538(dt, 2.6y5.5)  [1163 5.36 (q, 2.8) 116.5
8 - 141.36 - 141.6
9 - 46.28 - 46.5
10 - 37.05 - 37.2
11 - 21.13 - 21.7
12 - 39.11 - 39.3
13 - 42.85 - 43
14 - 54.57 - 54.8
15 - 23 - 23.2
16 - 28.28 - 28.5
17 - 55.77 - 55.9
18 0.6313 (s) 12.05 0.61 (s) 12.3
19 0.9469 (s) 16.29 0.93 (s) 16.5
20 40.41 40.6
21 1.04 (d, 6.6) 21.11 1.02 (d, 6.8) 21.3
22 519 (dd, 7.6y 15.3) |135.58 5.15 (m) 135.8
23 521(dd, 7.2y 15.3) [132 5.19 (m) 132.2
24 - 42.83 - 43
25 - 33.1 - 33.3
26 0.82 (d, 6.0) 19.65 0.79 (d, 7.6) 19.9
27 0.84 (d, 6.0) 19.95 0.82 (d, 6.8) 20.2
28 0.92 (d, 6.8) 17.61 0.90 (d, 6.8) 17.8
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7.4.2 Peroxido de ergosterol
7.4.2.1 Hongo de cultivo

A partir de 0.3559 g del extracto de AcOEt por reflujo secuencial se realizé una CC empacada
con 57 de gel de silice Sigma-Aldrich (5.2085 g). Se usé Hexano-AcOEt (9:1, 8:2, 7:3, 6:4 y 5:5)
como eluyente; en total se colectaron 36 fracciones de 20 mL.. La fraccion 11 eluida con mezcla
8:2 (6.8 mg) mostr6 la formacién de un precipitado blanco. Su espectro de RMN de 'H (400
MHz, CDCl;, 21 °C) (Figura 34) es parecido al del ergosterol con algunas variaciones, entre ellas
las sefiales en 5.14 ppm, 5.22 ppm, 6.24 ppm y 6.50 ppm de protones vinilicos y en 3.94 ppm la

sefial multiple para CH base de OH. Entre 0.7-1.0 ppm se observaron las sefiales de los metilos.

Se realiz6 la comparacion de los desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento
obtenidos con los de la literatura (Seo et al., 2009) (Tabla 4), al igual que la comparacién del
espectro de RMN de 'H de la muestra auténtica obtenida en nuestro grupo de investigacion del
hongo Ganoderma applanatum (Figura 35), los cuales son consistentes y confirmaron la presencia

del perdxido de ergosterol.
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del peréxido de ergosterol identificado del hongo de cultivo.

Resultados y discusion



Peroxido de ergosterol
CDCl,

19
27
21
7 6 2322
J LL"‘M_

28

2322

7 6
J_J ull

—T T~ T T T~ T 1 T T T T [ ~ T *~ T *~ T *~ T ~ T *~ T "~ T *~ T *~ T *~ T * T "~ T "~ T "~ T * T " 1T
64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 0.

Figura 35. Espectros de RMN de 'H (400 MHz) del peréxido de ergosterol identificado del hongo de cultivo (negro) y el de G. applanatum
(verde).
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7.4.2.2 Hongo silvestre

Con 0.0508 g del extracto de AcOEt por reflujo secuencial se realizé una CC empacada con gel
de silice Sigma-Aldrich (1.85 g). Se usaron sistemas CHCl;-AcOEt que comenzaron con mezcla
9:1 y sucesivamente hasta la mezcla 1:1 como eluyente; en total, se recolectaron 9 fracciones de
10 mL. La fracciéon 4 y 5 (sistema 4:1) (6.9 mg) mostrd la formacién de un precipitado blanco.
En su espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls, 27 °C) (Figura 37) se observaron las sefiales
a 5.16 ppm, 5.20 ppm, 6.24 ppm y 6.50 ppm pertenecientes a protones vinilicos, en 3.98 ppm
una sefial multiple para CH base de OH, entre 0.81-1.0 ppm se observan las sefiales de los
metilos. En el espectro de RMN de “C (100 MHz, CDCls, 27 °C) (Figura 38) mostré sefiales
entre 130—136 ppm de los carbonos insaturados, en 66.63 ppm el carbono base de OH y de

13.02-21.02 ppm sefiales de carbonos de metilos.

Con apoyo de la muestra auténtica obtenida en nuestro grupo de investigacion del hongo
Ganoderma applanatum y la comparacion con su espectro de RMN de 'H (Figura 40), ademas del
analisis mediante RMN en 2D (Figuras 66 y 67), incluyendo el experimento COSY (Figura 39) y
la comparacion con la literatura (Seo et al., 2009) (Tabla 4) son consistentes y confirman que es

el peroxido de ergosterol.

Figura 36. Estructura molecular del peréxido de ergosterol(izquierda) y extracto identificado

(derecha).
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Figura 37. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del peréxido de ergosterol identificado del hongo silvestre.
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Figura 38. Espectro de RMN de C (100 MHz) del peréxido de ergosterol identificado del hongo silvestre.
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Figura 40. Espectros de RMN de 'H (400 MHz) del peréxido de ergosterol identificado del hongo silvestre (negro) y el aislado de

Ganoderma applanatum (verde).
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Tabla 4. Comparacién de los datos del desplazamiento quimico (en ppm) entre el peroxido de
ergosterol identificado del hongo silvestre, el identificado del hongo de cultivo y el reportado

(Seo et al., 2009).

Identificado (silvestre) Identif-icado Referencia
(cultivo)
Posicion
8'H (mult, /| 50 & 'H (mult., /| 8 'H (mult., J 5 5C
en Hz) en Hz) en Hz)
1 - 34.85 - - 34.9
2 - 30.26 - - 30.3
3 3.98 (m) 66.63 3.94 (m) 3.97 (m) 66.7
4 - 37.07 - - 37.1
5 - 79.57 - - 79.6
6 |624(d,87 [135.56 650 (d,84) |6.24 (d, 8.4) 135.5
7 6.50 (d, 8.6) 130.89 6.24 (d, 8.4) 6.50 (d, 8.4) 131
8 13 |- - 82.3 |44.71 |- - - - 82.4 |44.8
9 14 |- - 51.25 |51.84 |- - - - 51.3 [51.9
10 | 15 |- - 37.12 123.55 |- - - - 37.2 |23.6
11 | 16 |- - 20.85 128.79 |- - - - 20.9 |[28.9
12 | 17 |- - 39.87 56.36 |- - - - 39.5 |[56.4
18 0.82(s) 13.02 0.82 (s) 0.83 (s) 13.1
19 0.88 (s) 18.32 0.90 (s) 0.89 (s) 18.4
20 - 40.03 - - 40
21 0.99 (d, 6.7) 21.02 1.0 (d, 6.5) 1.0 (d, 6.4) 211
5.16 (dd, 8.3 5.14 (dd, 8.0y [5.14 (dd, 8.0
2 iy ( ¥ 113535 X 5.3)( y X 5.2)( Yo11354
520 (dd, 7.3y 5.22 (dd, 7.5 5.23 (dd,7.6 y
2 iy ( ¥ 1132.46 X 5.3)( y X 5.2)< Y1325
24 - 42.93 - - 43
25 - 33.22 - - 33.3
26 0.85 (d, 7.0) 20.09 0.83 0.84 (d, 6.8) 20.2
27 0.81 (d, 7.0) 19.78 0.82 (d, 6.2) 0.82 (d, 6.8) 19.8
28 091,69 [17.7 091 (d,61)  [0.91(d,6.8) 17.8




7.4.3 a,o-trehalosa
7.4.3.1 Hongo de cultivo

De los 21.3436 g del extracto con MeOH por reflujo, precipitaron 1.7464 g de cristales en las
paredes y fondo del matraz. Debido a la coloracién amarillenta (por los restos del extracto) se
lavaron con hexano, quedando incoloros y con forma de prismas. Las pruebas colorimétricas

para la identificacion cualitativa de alcaloides dieron negativo.

En el espectro de RMN de 'H (400 MHz, D,O, 21 °C) (Figura 42) se observaron sefiales tipicas
de carbohidratos, como la sefial doble en 5.21 ppm (J = 3.8 Hz) caracteristica de un proton
anomérico con orientacion alfa, también se observaron sefiales entre 3.4-3.9 ppm de CH base
de OH. En el espectro de RMN de "C (Figura 43) se observé la sefial del carbono anomérico a
93.23 ppm, entre 69—73 ppm sefiales de carbonos CH base de OH y en 60.52 ppm una sefal
caracteristica de metileno base de oxigeno. Con apoyo de una muestra auténtica de o,a-trehalosa
(Sigma-Aldrich) y la comparacién de su espectro de RMN de 'H (Figura 45) se comprobé su
identidad. El analisis mediante RMN en 2D (Figuras 69 y 70), incluyendo el experimento COSY
(Figura 44) y la comparacion con la literatura (Roslund et al., 2008) (Tabla 5) son consistentes.

Igualmente se determiné el punto de fusién de los cristales (96-99 °C) junto con su [a]3’ €

+165° (c 0.02, H;O) y se comparé con la reportada (95-97 °C y [a]3° € +169°) (Koike et al.,
1981); también se determino la estructura de rayos-X (Figura 76) y su espectro de IR (Figura 75),

lo que corroboré su estructura.

Debido a la simetria del azicar (dos a-D-glucopiranosa unidas), en los espectros de RMN se
considerd que cada sefial integra para el doble de protones o carbonos. También se determiné
el espectro de RMN de 'H con el experimento Water Suppression para mejor observacion de las

seflales cercanas a la remanente del D,O (Figuras 68).

OH

Figura 41. Estructura molecular de la a,a-trehalosa (izquierda) y extracto aislado (derecha).
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Figura 42. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del o,a-trehalosa aislada del hongo de cultivo.
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Figura 43. Espectro de RMN de ”C (100 MHz) del o,a-trehalosa aislada del hongo de cultivo.
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Figura 45. Espectros de RMN de 'H (400 MHz) del a,o-trehalosa aislada del hongo de cultivo (negto) y el reactivo de Sigma-Aldrich

(verde).
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7.4.3.2 Hongo silvestre

1.8 g de la fase acuosa del extracto con MeOH por ultrasonido se sometié a CC empacada con
7.5 pulgadas de celulosa microcristalina Avicel (133.8 g), usando 1.5 L de #-BuOH saturado con
H>O y 1 L de H»O destilada como eluyente, obteniéndose 36 fracciones de 20 mlL.

Las fracciones 31-36 dieron positivo a las pruebas cualitativas para identificaciéon de alcaloides.
La fraccion 31 (0.2166 g) se sometié nuevamente a CC empacada con 6 pulgadas de celulosa
microcristalina Avicel (49 g) como fase estacionaria y #-BuOH saturado con H,O destilada,
CH;COOH al 5% y H>O como eluyente. La fraccién 15 también dio positivo a las pruebas

cualitativas para identificacion de alcaloides, pero en menor intensidad.

En el espectro de RMN de 'H (400 MHz, D-O, 28 °C) de la fraccion 15 (Figura 46) se observaron
las sefiales caracteristicas de la a,a-trehalosa. También se apreciaron sefiales de otros posibles

carbohidratos.

Realizando la comparacién de los espectros de RMN de 'H de la a,a-trehalosa aislada del hongo
de cultivo y de la muestra auténtica de Sigma-Aldrich (Figura 47) confirmamos la identidad del
compuesto. También se determiné el espectro de RMN de 'H con el experimento Water

Suppression (Figuras 71) para observar mejor las sefiales del compuesto.
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Figura 46. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del o,a-trehalosa identificada del hongo silvestre.
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Figura 47. Espectros de RMN de 'H (400 MHz) del a,o-trehalosa aislada del hongo de cultivo (negto), identificada del hongo silvestre
(rojo) y el reactivo de Sigma-Aldrich (verde).
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Tabla 5. Comparacion de los datos del desplazamiento quimico (en ppm) entre la a,o-trehalosa
aislada del hongo de cultivo y el reportado (Roslund et al., 2008).

Aislado Referencia
Posicion
6'H (mult., Jen Hz) 6 BC 6'H (Jen Hz)* s1BC?P
1 5.21 (d, 3.8) 93.23 5.178 (3.80) 93.93
2 3.66 (dd, 9.9y 3.9) 71.04 3.633 (9.94) 71.71
3 3.87 (t,9.7) 72.52 3.835 (9.12) 73.20
4 3.46 (t,9.4) 69.69 3.434 (10.09) 70.37
5 3.85(ddd, 9.4,5.0y 1.8) | 72.15 3.809 (2.33 y 5.43) 72.83
6a 3.88 (dd, 12.1 y 1.8) 3.843 (12.35)
60.52 61.20
6b 3.77 (dd, 11.9 y 5.1) 3.746

* Referenciado con DMSO no deuterado en 2,71 ppm con DO a 500 MHz. ” Referenciado con
DMSO no deuterado en 39,39 ppm con D,O a 126 MHz.
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7.4.4 Psilocibina
7.4.4.1 Hongo de cultivo

0.0567 g de la fase acuosa de la particioén del extracto con MeOH por ultrasonido se someti a
CC empacada 5.5 pulgadas de celulosa microcristalina Avicel (4.4696 g), usando 150 mL de 7-

BuOH saturado con HO destilada como eluyente, se colectaron 11 fracciones de 10 mL.

El espectro de RMN de 'H (400 MHz, D-O, 20 °C) (Figura 48) de la fraccién 4 (3.4 mg), de
consistencia pastosa y color ambar, mostré sefiales de protones en la zona de aromaticos entre
7.02-7.32 ppm, sefiales de metilenos entre 3.33—3.55 ppm y una senal simple en 2.94 ppm
perteneciente a grupos metilo unidos al nitrégeno. También se observaron sefales para la o,a-

trehalosa, y otras entre 3.66—3.90 ppm que pudieran ser de otro carbohidrato.

Las pruebas colorimétricas para la identificacion cualitativa de alcaloides dieron positivo en esta
fraccion. La comparacion de los desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento
obtenidos con los reportados (Shirota et al., 2003) son consistentes y confirmaron la identidad

de la psilocibina.

Utilizando el espectro de RMN de 'H y empleando la herramienta de procesamiento de software
MestReNowva 12, se llevaron a cabo las operaciones necesarias para obtener un espectro en donde

s6lo se observan las sefiales del compuesto (libre de sefiales contaminantes) (Figura 49).
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Figura 48. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de la psilocibina identificada en el hongo de cultivo.
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Figura 49. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) procesado de la psilocibina identificada en el hongo de cultivo.
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7.4.4.2 Hongo silvestre

1.8 g de la fase acuosa del extracto con MeOH por ultrasonido se sometié a CC empacada con
7.5 pulgadas de celulosa microcristalina Avicel (133.8 g), usando 1.5 L de #-BuOH saturado con
H2O y 1 L de H,O destilada como eluyente, obteniéndose 36 fracciones de 20 mL.

De las fracciones 31-36 se obtuvieron resultados positivos a las pruebas cualitativas para
identificacioén de alcaloides. La fraccion 31 (0.2514 g) se sometié a CC empacada con gel de silice
C18 (1.86 g) como fase estacionaria y MeOH como eluyente, se colectaron 10 fracciones de 5
mL. En la fraccién 5 se obtuvo un compuesto en forma de resina ambar oscura (6.6 mg), cuyo
espectro de RMN de 'H (400 MHz, D-O, 30 °C) (Figura 51) evidenci6 la presencia de la
psilocibina. En el espectro de “C (100 MHz, D-O, 30 °C) (Figura 52) se observaron sefiales
correspondientes a los carbonos aromaticos entre 107.44-146.18 ppm, los carbonos de
metilenos en 21.77 ppm y 59.04 ppm y una sefial en 42.74 ppm perteneciente a los carbonos de

los metilos unidos al nitrégeno.

La comparacién de los datos espectroscopicos con los de la literatura (Shirota et al., 2003) (Tabla
0) revel6 una consistencia general. No obstante, se observa una discrepancia en la sefial del
proton 2, la cual presenta un desplazamiento de 7.2 ppm. Esta diferencia se debe a que en nuestro
caso se presentd la superposicion de esta sefial con una de las sefiales del protén 6, y esto se
atribuye a la temperatura de analisis en el equipo de RMN utilizado por nosotros, la cual, estuvo

cercana a los 30 °C.

El analisis mediante RMN en 2D (Figuras 72 y 73), incluyendo el experimento COSY (Figura

53) de este compuesto confirman que la identidad del compuesto es la psilocibina (Figura 49).

}C{)(:)\P:O N GH,
O N-CH,
H
Sl
N
H

Figura 50. Estructura molecular de la psilocibina (izquierda) y extracto aislado (derecha).
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Al analizar los espectros de RMN se pueden identificar las seflales correspondientes a un
disolvente contaminante, el EtOH. Utilizando el espectro de RMN de 'H y empleando la
herramienta de procesamiento de software MestReNova 12, se llevaron a cabo las operaciones

necesarias para obtener un espectro libre de las sefiales del EtOH (Figura 54).

La comparacion de los espectros de RMN de 'H del hongo de cultivo y hongo silvestre sin el
procesamiento de software (Figura 55) mostré que en el espectro del hongo de cultivo no esta
presente el traslape de la sefial del protén 2 con el 6 y que los desplazamientos y constantes de
acoplamientos son totalmente consistentes con los descritos. Lo anterior, se atribuye a las
variaciones de temperatura de analisis en el equipo de RMN (20-30 °C) y a la presencia de la a0

trehalosa que pudiera formar puentes de hidrégeno con el alcaloide.
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Figura 51. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de la psilocibina aislada en el hongo silvestre.
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Figura 52. Espectro de RMN de C (100 MHz) de la psilocibina aislada del hongo silvestre.
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Figura 53. Espectro de COSY de la psilocibina aislada del hongo silvestre.
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Figura 54. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) procesado de la psilocibina aislada en el hongo silvestre.
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Figura 55. Espectros de RMN de 'H (400 MHz) de la psilocibina identificada en el hongo de cultivo (negro) y aislada en el hongo silvestre

(verde).
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Tabla 6. Comparacion de los datos del desplazamiento quimico (en ppm) entre la psilocibina
aislada del hongo silvestre, identificada del hongo de cultivo y el reportado (Shirota et al., 2003).

Aislado Identificado Referencia
Posicion | § 'H (mult., J 55C 8 'H (mult., / | § 'H (mult., J 5 5C:
en Hz) en Hz) en Hz)
1’ 3.33 (t,7.4) 21.77 3.28 (t, 7.4) 3.28 (t,7.2) 224
2 7.21 (s) 123.92 7.19 (s) 7.18 (s) 123.3
27 3.46 (t,7.5) 59.04 3.44 (t,7.1) 3.44 (t,7.2) 59.7
3 - 108.33 - - 108.6
3a - 118.47 - - 119.1
4 - 146.18 - - 146.4
5 7.06 (d, 7.7) 108.85 6.96 (d, 7.9) 6.98 (d, 7.6) 109.5
6 7.20 (t, 7.0) 122.70 7.11 (t, 8.0) 7.13 (t, 7.6) 124.8
7 7.27 (d, 8.1) 107.44 7.21 (d, 8.0) 7.22 (d, 7.6) 108.4
7a - 138.63 - - 139.4
N(CHj)2 | 2.91 (s) 42.74 2.86 (s) 2.86 (s) 43.4

* Se determiné en D,O +1 gota de MeOH para referenciar.




7.4.5 o-y B-D-glucopiranosa
7.4.5.1 Hongo de cultivo

El analisis del espectro de RMN de 1H (400 MHz, D>O, 28 °C) (Figura 57) se observaron sefiales
tipicas de carbohidratos, como la sefial doble en 5.23 ppm (] = 3.9 Hz) caracteristica de un
protén anomérico con orientacion alfa y la sefial doble en 4.65 ppm (] = 7.9 Hz) caracteristica

de un protén anomérico con orientacion beta. También se observaron senales entre 3.0—4.0 ppm

de CH base de OH.

Con apoyo de una muestra auténtica de glucosa (Sigma-Aldrich) y la comparacién de su espectro
de RMN de 'H (Figura 58) y con la literatura (Roslund et al., 2008) (Tabla 7) se determin6 que

es una mezcla de a- y 3-D-glucopiranosa.

Es crucial tener en cuenta que, en el hongo la - y 3-D-glucopiranosa no se encuentran en forma
directa; las sefales se generan debido a la hidrdlisis acida de la trehalosa, que se convierte a a-D-
glucopiranosa. La presencia de B-D-glucopiranosa se debe a la epimerizacion inducida por D>O
en la glucosa, logrando un equilibrio que proporciona estabilidad a la molécula, mitigando el

efecto estérico.

HO
()
HOT XA\ —on
) ) & R)
OH

Figura 56. Estructuras moleculares de la a-D-glucopiranosa (izquierda) y la 3-D-glucopiranosa

(derecha).
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Figura 57. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de la a- y B-D-glucopiranosa identificada en el hongo de cultivo.
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Figura 58. Espectros de RMN de 'H (400 MHz) de la - y B-D-glucopiranosa identificada en el hongo de cultivo (negro) y la muestra de

Sigma-Aldrich.
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Tabla 7. Comparacion de los datos del desplazamiento quimico (en ppm) entre la a- y B-D-

glucopiranosa identificada del hongo de cultivo y el reportado (Roslund et al., 2008).

Identificado Referencia
o P o P
Posicion
‘;g (mult., Jen z:;gnult"f §'H (JenHz) |6'H (Jen Hz)

1 5.23 (d, 3.9) 4.65 (d, 7.9) 5.214 (3.80) 4.627 (7.97)
2 3.517 3.226 3.516 (9.84) 3.226 (9.46)
3 3.69 3.468 3.696 (9.17) 3.469 (9.17)
4 3.398 3.386 3.393 (9.99) 3.385 (9.92)
5 3.816 3.449 3.817 (2.31 y 5.40) |3.447 (2.27 y 5.95)
6a 3.817 3.879 3.823 (12.37) 3.879 (12.30)
6b 3.742 3.699 3.745 3.704




7.5 Cuantificacion absoluta por RMN de 'H en 1D (qHNMR)

Las muestras fueron pesadas con alta precision en una balanza analitica, al igual que el 1,4-
dinitrobenceno (que se empledé como estandar interno en todas las muestras). Luego, se
disolvieron en DMSO-ds para su posterior transferencia a los tubos de RMN. Los parametros
del software se ajustaron meticulosamente para permitir la cuantificacién, y a continuacién, se

procedi6 con el analisis.

Al obtener el espectro de RMN de 'H se seleccionan las sefiales de interés y se integran, para
obtener el valor de la integral y el rango. Para el calculo de la cuantificacién absoluta se utiliz6 la

siguiente férmula y se consideraron los siguientes parametros en todos los casos:

ngrelntgePMeempg;

P [%] = * Pg;

ng 'ITltEIOPMEI'mS

mg; = masa del estandar interno (EI)

ms = masa de la muestra

Inter = integral de la sefial de resonancia del EI que se utiliza para la cuantificacion

Int. = integral de la senal de resonancia del analito objetivo (t) que se utiliza para cuantificacion
ngr = numero de protones que dan lugar a Intg;

n, = nimero de protones del analito objetivo que dan lugar a Int,

PMzg; = peso molecular del estandar interno

PM; = peso molecular del analito objetivo

Pri = pureza del estandar interno, como valor porcentual

Para el calculo del porcentaje relativo (relacion porcentual entre los compuestos) se utilizé la

siguiente férmula:

PR,[%] = 24 PR, + PRy = PRy %A =224 4 100%
na PRT
Considerando que: %A + %B = 100%
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7.5.1 Extracto con MeOH por ultrasonido del hongo silvestre

mg = 1.4 mg Intg = 4 PMgr = 168.11 g/mol
Prr = 98 % ngr = 4 ms = 3.8 mg

T o,a-trehalosa

Int. = 0.35 n.=2 PM. = 342.30 g/mol
(4)(0.35)(342.30 L) (1.4 mg)
P [%] = ( ;’“’l) «98% P [%] = 12.8654 % PR [%] = 0.175 %
(2)(4)(168.11 m)(s.s mg)
T Psilocibina
T Int.=0.04 n=2 PM, = 284.25 g/mol
(4)(0.04)(284.25 %)(1.4 mg)
P [%] = o «98% P [%] =1.2210 % PR [%] = 0.02 %
(2)(4)(168.11 H)(s.s mg)
T Peroxido de ergosterol
T Int=0.13 n.=2 PM, = 428.65 g/mol
(4)(0.13)(428.65 -L-)(1.4 mg)
P [%] = (12665 1) ©98% P [%] = 5.9840 % PR [%] = 0.065 %

@2)@)(168.11-L)(3.8mg)
Hay un porcentaje relativo de 8.3 de «,x-trehalosa por uno de psilocibina:

% o,0-trehalosa = 89.74 % % Psilocibina = 10.26 %

Hay un porcentaje relativo de 2.7 de «,x-trehalosa por uno de peréxido de ergosterol:
% o,o-trehalosa = 72.92 % % Perdxido de ergosterol = 27.08 %

Hay un porcentaje relativo de 3.25 de peroxido de ergosterol por uno de psilocibina:

% Perdxido de ergosterol = 76.47 % % Psilocibina = 23.53 %
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Figura 59. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de la cuantificacién del extracto con MeOH por ultrasonido del hongo silvestre.
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7.5.2 Extracto con MeOH por ultrasonido del hongo de cultivo

mg; = 0.4 mg

PEI =98 %

T o,a-trehalosa

Int. = 2.14

B (4)(2.14)(342.30 %)(0.4 mg)

0 p—
P17l @ @(168.11-L)(4mg)

T Psilocibina

Int. = 0.42

P 0] = (4)(0.42)(284.25 L) (0.4 mg)
el = @ @(168.11-L)(4mg)

T Ergosterol

T Int.=0.05

I (4)(0.05)(396.65%)(0.4—mg)
[7o] = W@ (168.11-L )4 mg)

IﬂtEI =4
Nngr — 4
n.=2

P [%] = 21.3513 %

P [%] = 3.4798 %

P [%] = 1.1561 %

PMgr = 168.11 g/mol

ms = 4 mg

PM. = 342.30 g/mol

PR [%] = 1.07 %

PM, = 284.25 ¢/mol

PR [%] = 0.21 %

PM, = 396.65 g/mol

PR [%] = 0.05 %

Hay un porcentaje relativo de 5.1 de a,a-trehalosa por uno de psilocibina:

% o,0-trehalosa = 83.59 %

% Psilocibina = 16.41 %

Hay un porcentaje relativo de 21.4 de «,u-trehalosa por uno de ergosterol:

% o,o-trehalosa = 95.54 %

% Perdxido de ergosterol = 4.46 %

Hay un porcentaje relativo de 4.2 de ergosterol por uno de psilocibina:

% Perdxido de ergosterol = 80.77 %

% Psilocibina = 19.23 %
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Figura 60. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de la cuantificacién del extracto con MeOH por ultrasonido del hongo de cultivo.
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La sobreexplotacion y la pérdida de habitats naturales han disminuido la disponibilidad de
hongos en entornos silvestres, lo que plantea desafios para la obtencion sostenible de
compuestos beneficiosos. En este contexto, el analisis de hongos de cultivo emerge como una

alternativa viable y ética.

Al comprender la quimica de los hongos cultivados, se puede optimizar la produccién de
compuestos especificos, manteniendo un control riguroso sobre las condiciones de cultivo. Esto
no solo garantiza un suministro constante de extractos valiosos, sino que también permite la
investigaciéon y desarrollo continuo, promoviendo practicas sostenibles y preservando la

biodiversidad al reducir la presién sobre las poblaciones silvestres.

Analizando la cuantificaciéon absoluta de los compuestos mayoritarios identificados en el hongo
de cultivo y el hongo silvestre, es evidente una mayor concentraciéon de metabolitos secundatios
en el hongo de cultivo, este fenémeno se atribuye a las condiciones controladas de cultivo, donde
los organismos se eligen y reproducen selectivamente. Estas condiciones controladas también

han influido en las diferencias morfolégicas entre las dos poblaciones.

Sin embargo, al examinar el porcentaje relativo de a,a-trehalosa con respecto a la psilocibina,
constante en ambos casos, se destaca que es mayor en los hongos silvestres en comparaciéon con
los de cultivo. Este hallazgo se explica por la necesidad de los hongos silvestres de generar una
mayor cantidad de ciertos metabolitos secundarios en un entorno natural, donde no hay control
sobre las condiciones de crecimiento. Un ejemplo significativo es la o,a-trehalosa, que
desempefia un papel crucial al preservar enzimas y proteger las membranas durante la
deshidratacién, permitiendo asi que el hongo silvestre sobreviva en condiciones mas

desafiantes(Suarez Rodriguez et al., 2015).




7.6 Evaluacion de la actividad antidepresiva y ansiolitica del
extracto con MeOH por ultrasonido y la fase acuosa del hongo de

cultivo

7.6.1 Prueba de campo abierto (prueba de ansiedad)

Esta prueba consistié en colocar cada ratéon en una caja de acrilico dividida en 12 cuadros de
medida 6 cm x 6 cm, en donde se registré la actividad ambuladora contando el nimero de
cuadros explorados por los ratones en un lapso de 2 minutos (Prut & Belzung, 2003). Una
disminucion significativa en los eventos se considerd como respuesta ansiolitica, mientras que si
esta reduccion era casi total se relacioné con efecto sedante (Hernandez-Leon et al.,, 2017).
Ademas, el nimero de veces que los ratones se pararon sobre sus patas traseras y apoyaron sus
patas delanteras en la pared del cilindro se registré durante 5 minutos, esto como un indicador

adicional del efecto tranquilizante o ansiolitico.

7.6.2 Prueba de Rota-rod (prueba de coordinacién motora)

Para seleccionar solo los ratones con habilidad para realizar la actividad de nado, éstos se
habituaron inicialmente a la actividad motora en la prueba de rota-rod (prueba utilizada también
para evaluar neurotoxicidad) (modelo 7600 marca Ugo Basile, con rodillo de diametro de 4 cm).
El entrenamiento de los ratones fue para aquellos que pudieran permanecer en el rodillo giratorio
a 16 rpm durante al menos 5 minutos. Luego, los ratones que completaron con éxito esta prueba
preliminar se seleccionaron y se agruparon en grupos de seis. Posteriormente, a los animales se
les realiza una preprueba de nado y al siguiente dia la prueba después de 30 minutos de la
administraciéon de los tratamientos. Para ello se registrd el tiempo que cada ratén pudo
mantenerse en el Rota-rod durante al menos 2 minutos, lo cual se consideré como el tiempo de

actividad motora (Gonzalez-Trujano et al., 1998).
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7.6.3 Prueba de nado forzado (PNF) para inducir conducta tipo depresiva

La prueba consiste en colocar a los animales de forma individual en un cilindro de vidrio que
mide 26 cm de alto y 12 cm de diametro conteniendo 17 cm de agua a una temperatura de 25 +
2°C. La PNF consistié en dos sesiones de nado; en la primera sesién llamada "pre-prueba", los
ratones son expuestos al nado durante 15 minutos, 24 h después se sometieron a una segunda
sesién de 5 minutos denominada "prueba final". Después de cada sesién, los ratones fueron
retirados del cilindro, secados con una toalla y colocados en una jaula con asertin y una lampara

de luz roja durante 15 minutos antes de ser regresados a sus jaulas regulares (Porsolt et al., 1977).

Para el registro de la actividad de nado se empled una técnica de conteo en intervalos de tiempo

de 5 segundos para evaluar la presencia de los siguientes comportamientos:

T Inmovilidad, que implicaba flotar sin luchar y realizar movimientos minimos necesarios

para mantener la cabeza por encima del agua.

T Nado, que incluyé movimientos activos, es decir, los animales que se desplazaban y se

sumergian alrededor del cilindro.

T Escalamiento, se refiere a los movimientos vigorosos con sus patas delanteras y sobre la

pared del cilindro.

Los resultados se expresan como el promedio de los registros de comportamientos en cuentas
+ SEM realizados cada 5 segundos durante un petiodo de 5 minutos. Imipramina (10 mg/kg,
i.p) y Fluoxetina (10 mg/kg, subcutinea) como firmacos de referencia (Valdés-Sustaita et al.,

2017).

7.6.4 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media £ SEM de un grupo de 6 ratones. Las pruebas
estadisticas para evaluar las diferencias dependieron de la comparacion de mas de 2 grupos
contra el vehiculo o entre dosis en casos de la evaluacion dosis-respuesta mediante un analisis
de varianza de una via (ANADEVA) seguido de la prueba de Dunnett o Tukey, respectivamente.

En el analisis del electroencefalograma (EEG) se obtuvo la potencia espectral, donde se
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compararon las condiciones basales y después del tratamiento mediante un ANADEVA de un
factor seguido de la prueba de Bonferroni. Los datos posteriores al tratamiento se contrastaron
con los datos del grupo de control (vehiculo) mediante una prueba t de Student no pareada. Las
diferencias se consideraron como significativas cuando el valor de p fue menor a 0.05. El
software utilizado para el analisis estadistico fue el GraphPad Prism (Versiéon 9.5 para Windows,

GraphPad Software, 2022).

Después del tratamiento con el extracto metandlico (MeOH) y la fase acuosa (AQ) se realizaron
las pruebas de campo abierto (Figura 61) para observar el efecto tipo ansiolitico, igualmente, las
pruebas de rota-rod, escalamiento, inmovilidad y conductas de nado para observar el efecto de
tipo antidepresivo (Figura 62). Finalmente, se realiz6 el analisis EEG donde ser observa un
registro representativo de la actividad de la corteza frontal izquierda en la basal y postratamiento
alos 30-35, 60-65 y 85-90 minutos, notandose la disminucioén en la amplitud de la actividad EEG

desde los primeros 30 minutos (Figura 63).
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Figura 61. Efectos de tipo ansiolitico en la actividad ambulatoria (A) y el comportamiento de

levantamientos (B).

En la prueba de campo abierto (Figura 61) se observa el efecto tipo ansiolitico después del

tratamiento con la fase acuosa (AQ) y el extracto metandlico (MeOH) del hongo, comparados
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con el fairmaco de referencia (BUSP 4, 4 mg/kg, i.p.) en la actividad ambulatoria (A) y el
comportamiento de levantamientos (B) en el ensayo de campo abierto en ratones, ANADEVA
de un factor seguido de la prueba de Dunnett en la comparacién con el grupo de vehiculos.

*p<0.05 6 ***p<0.001 para n > 6 ratones.

En las pruebas de tipo antidepresivo la via de administraciéon fue parenteral (i.p.) o enteral (p.o.)
y se realiz6 una comparaciéon con los farmacos de referencia Fluoxetina (FLX, 10 mg/kg, s.c.) o
Imipramina (IMI, 10 mg/kg, i.p.) y el vehiculo (H.O destilada, grupo control). En la prueba de
nado forzado en ratones se realizé una evaluacién preliminar de la capacidad motora para nadar.
Los datos se muestran como la media = S.E.M. de al menos seis animales, ANADEVA de un

factor seguido de la prueba de Dunnett, *p < 0.05, **p < 0.01 6 ****p < 0.0001.
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Figura 62. Efecto tipo antidepresivo en: A) prueba de la rota-rod, B) escalamiento, C)

inmovilidad y D) conductas de nado.
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Hongo completo 1000 mg/kg p.o. Extracto acuoso 100 mg/kg i.p.
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Figura 63. Analisis EEG después de la administracién del hongo completo y la extraccion

acuosa en ratones.
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8. CONCLUSIONES

Las modificaciones morfologicas en los hongos silvestres y la reduccién de su
fructificacion en la zona de recolecta son consecuencia de factores fisicos, quimicos y

sobre todo de manipulacién humana.

El mejor método de extracciéon empleado en el proyecto, con relacion a los rendimientos
y que logra obtener gran cantidad de compuestos, es con MeOH grado HPLC por

ultrasonido.

Aunque la extraccién con la soluciéon de CH;COOH al 5% muestra mayor rendimiento

que por ultrasonido, es selectivo para obtencion de sacaridos.

En el hongo silvestre se determinaron 3 compuestos mayoritarios, de los cuales dos

fueron identificados (peroxido de ergosterol y a,a-trehalosa) y uno se aislé (psilocibina).

En el hongo proveniente de cultivo se identificaron 5 compuestos (psilocibina, o,o-
trehalosa, peréxido de ergosterol, ergosterol y a- y B-D-glucopiranosa), de los cuales dos

se aislaron («,x-trehalosa y ergosterol).

El precipitado blanco de aspecto ceroso es la o,x-trehalosa, tuvo presencia en las

extracciones con MeOH por ultrasonido y reflujo.

De acuerdo a la comparacion de los perfiles cromatograficos UHPLC del extracto total
metandlico por reflujo y su fase acuosa, se determina que hay una mejor extraccion de

los alcaloides en la fase acuosa.

En relacion a la presencia y altura de las senales, en el hongo silvestre se observa mas
presencia del peréxido de ergosterol que en el hongo de cultivo. Hay que tomar en cuenta
que el ergosterol se fotooxida facilmente y genera su peréxido, por tal motivo, hay mas

presencia de ergosterol en el hongo de cultivo que en el hongo silvestre y viceversa.
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La temperatura es una variable importante a tomar en cuenta al momento del analisis
por RMN, debido a que las variaciones alteran los desplazamientos quimicos de las
sefiales. Tal es el caso de la psilocibina, en el hongo de cultivo (22°C) no hay traslape del
protén 2, mientras que en el hongo silvestre (30 °C) hay cambio en el desplazamiento y

el protén 2 se traslapa con las sefiales del protéon 6.

No se observa la presencia de a-D-glucopiranosa en el hongo. El uso de una solucién
de CH:COOH al 5% para extraccién conduce a la ruptura de los enlaces glicosidicos
presentes en el a,x-trehalosa, este proceso resulta en la divisién de la molécula, generando

a-D-glucopiranosa como producto.

El estudio quimico de hongos cultivados se erige como una estrategia clave para

aprovechar los beneficios de estos organismos de manera responsable y duradera.

De acuerdo con los estudios biologicos, la concentracién en la que se administra el hongo
es fundamental para el efecto esperado (ansiolitico o antidepresivo) y se exhibe como

una alternativa eficaz en comparacién con la Fluoxetina.

Son necesarias investigaciones posteriores que identifiquen el efecto del consumo de
hongos del género Psilocybe en cada uno de los procesos psicoldgicos basicos y su nexo

con la inteligencia emocional para evaluar el potencial terapéutico.




9. REFERENCIAS

Alban-J., G., Teran, M. del C., Robles-U., M., Quinde, F., & Niveiro, N. (2021). Psilocybe
cubensis (Agaricales, Basidiomycota) en Ecuador. Lilloa, 86-94.
https://doi.org/10.30550/j.1i1/2021.58.1/2021.09.30

Andersson, C., Kristinsson, J., & Gry, J. (2009). Occurrence and use of hallucinogenic
mushrooms containing psilocybin  alkaloids. Nordic Council of Ministers.
https://doi.org/10.6027 /tn2008-606

Blei, F., Dorner, S., Fricke, J., Baldeweg, F., Trottmann, F., Komor, A., Meyer, F.,
Hertweck, C., & Hoffmeister, D. (2020). Simultaneous Production of Psilocybin and a
Cocktail of B-Carboline Monoamine Oxidase Inhibitors in “Magic” Mushrooms.
Chemistry — A European Journal, 26(3), 729-734.
https://doi.org/10.1002/chem.201904363

Cooper, R., & Nicola, G. (2015). Natural Products Chemistry. Sources, separations, and
structures. (CRC Press). Taylor & Francis Group.

Cortez-Gallardo, V., Macedo-Ceja, J. P., Hernandez-Arroyo, M., Arteaga-Aureoles, G.,
Espinosa-Galvan, D., & Rodriguez-Landa, J. F. (2004). Farmacognosia: breve historia
de sus origenes y su relaciéon con las ciencias médicas. Revista Biomédica, 15(2), 123—
136. https://doi.org/10.32776/revbiomed.v15i2.381

Delgado Fuentes, A. (1989). Glosario ilustrado de los terminos morfodescriptivos de los
caracteres macroscopicos en el orden Agaricales (Basidiomycetes). [Tesis de
Licenciatura, Universidad Nacional Auténoma de México].
https:/ /repositorio.unam.mx/contenidos/188120

Echevertia, N., Lavista, M., Estrada, A., & Henestrosa, A. (1979). Maria Sabina: Mujer
Espiritu. Instituto Mexicano de Cinematografia.
https:/ /www.imcine.gob.mx/Pagina/Noticiarop=d2c6da0d-c2cc-44e3-909¢-
82407£73af00

Estrada, A. (1979). Vida de Marfa Sabina, la Sabia de Los Hongos. (2da ed.). Siglo
veintiuno editores, S.A.

Garcia, S. (2016). Sindrome alucinégeno, indoles alucinégenos. Revista Catalana de

Micologfa. Revista Catalana de Micologia, 37, 75-85.

Referencias



T Gaynes, R. (2017). The Discovery of Penicillin - New Insights After More Than 75 Years
of  Clinical  Use.  Emerging  Infectious  Diseases,  23(5),  849-853.
https://doi.org/10.3201/eid2305.161556

T Gonzalez-Trujano, M. E., Navarrete, A., Reyes, B., & Hong, E. (1998). Some
pharmacological effects of the ethanol extract of leaves of Annona diversifolia on the
central nervous system in mice. Phytotherapy Research, 12(8), 600—602.
https://doi.org/10.1002/(SICI)1099-1573(199812)12:8<600:: AID-PTR363>3.0.CO;2-
N

T Gonzilez-Trujano, M. E., Urbina-Trejo, E., Santos-Valencia, F., Villasana-Salazar, B.,
Carmona-Aparicio, L., & Martinez-Vargas, D. (2021). Pharmacological and toxicological
effects of Ruta chalepensis L. on experimentally induced seizures and
electroencephalographic spectral power in mice. Journal of Ethnopharmacology, 271,
113866. https://doi.otg/10.1016/j.jep.2021.113866

T Guzmian, G. (2003). Traditional Uses and Abuses of Hallucinogenic Fungi: Problems
and Solutions. International Journal of Medicinal Mushrooms, 5(1), 4.
https://doi.org/10.1615/IntfMedMushr.v5.i1.80

T Guzman, G. (2005). Species Diversity of the Genus Psilocybe (Basidiomycotina,
Agaricales, Strophariaceae) in the World Mycobiota, with Special Attention to
Hallucinogenic Properties. International Journal of Medicinal Mushrooms, 7(1-2), 305—
332. https://doi.org/10.1615/IntfMedMushr.v7.i12.280

T Hakami, A. A., Nguyen, T. Q. T., Jacobsen, L., & Khandelia, H. (2023). The molecular
basis of the antidepressant action of the magic mushroom extract, psilocin. Biochimica
et Biophysica Acta (BBA) -  Proteins and  Proteomics, 1871(4).
https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2023.140914

T Hernandez-Leon, A., Gonzilez-Trujano, M. E., & Fernindez-Guasti, A. (2017). The
anxiolytic-like effect of rutin in rats involves GABAA receptors in the basolateral
amygdala. Behavioural Pharmacology, 28(4), 303-312.
https://doi.org/10.1097 /FBP.0000000000000290

T Hofmann, A. (2018). LSD: Cémo descubti el acido y qué pasé después en el mundo.
Arpa.

Referencias



Hofmann, A., Heim, R., Brack, A., & Kobel, H. (1958). Psilocybin, ein psychotroper
Wirkstoff aus dem mexikanischen Rauschpilz Psiocybe mexicana Heim. Experientia, 14(3),
107-109. https://doi.org/10.1007/BF02159243

Hofmann, A., Heim, R., Brack, A., Kobel, H., Frey, A., Ott, H., Petrzilka, Th., & Troxler,
F. (1959). Psilocybin und Psilocin, zwei psychotrope Wirkstoffe aus mexikanischen
Rauschpilzen. Helvetica Chimica Acta, 42(5), 1557-1572.
https://doi.org/10.1002/hlca.19590420518

TIAPA. (2023, July 5). Plan sectorial de salud mental y adicciones. Instituto Para La
Atencion y  Prevencion de  Las  Adicciones En La  CDMX.
https:/ /www.iapa.cdmx.gob.mx/comunicacion/nota/plan-sectorial-de-salud-mental-y-
adicciones

Index Fungorum. (2023). An international project to index all formal names in the Fungi
kingdom. CABIL
https:/ /www.speciesfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=290107
INEGI. (2010). Compendio de informacién geografica municipal de los Estados Unidos
Mexicanos. Xochicoatlan, Hidalgo.
https:/ /www.inegi.org.mx/contenidos/app/mexicocifras/datos_geograficos/13/1307
9.pdf

INEGI. (2023). Dia mundial para la prevencién del suicidio. Datos nacionles.
https:/ /www.inegi.org.mx/contenidos/saladeprensa/aproposito /2023 /EAP_Suicidio2
3.pdf

Instituto de Salud Publica de Chile. Ministerio de Salud. (2023, March 8). Plantas y
Hongos con Actividad Psicoactiva. Psilocybe cubensis. Instituto de Salud Publica de Chile.
Ministerio de Salud. https://www.ispch.cl/wp-content/uploads/2023/03/Psilocybe-
cubensis-22022023A.pdf

Koike, Y., Wada, K., Kusano, G., Nozoe, S., & Yokoyama, K. (1981). Isolation of
Psilocybin From Psilocybe argentipes and Its Determination in Specimens of Some
Mushrooms. Journal of Natural Products, 44(3), 362-3065.
https://doi.org/10.1021/0p500152023

Largent, D., Johnson, D., & Watling, R. (1977). How to Identify Mushrooms to Genus
I11: Microscopic Features. Mad River Press. https://doi.org/0916422097

Referencias



100

Lenz, C., Wick, J., & Hoffmeister, D. (2017). Identification of «-N-Methyl-4-
hydroxytryptamine (Norpsilocin) as a Psilocybe Natural Product. Journal of Natural
Products, 80(10), 2835-2838. https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.7b00407

Leung, A. Y., & Paul, A. G. (1968). Bacocystin and Norbaeocystin: New Analogs of
Psilocybin from Psilocybe baeocystis. Journal of Pharmaceutical Sciences, 57(10), 1667—
1671. https://doi.org/10.1002/jps.2600571007

Mayorga-Saucedo, R., Luna-Vega, 1., & Alcantara-Ayala, O. (1998). Floristica del bosque
mesofilo de montafa de Molocotlan, Molango-Xochicoatlan, Hidalgo, México.
Botanical Sciences, 63, 101-119. https://doi.org/10.17129 /botsci.1571

McKenna, T. (1992). El manjar de los dioses. I.a bisqueda del arbol de la ciencia del
bien y del mal. Una historia de las plantas, las drogas y la evoluciéon humana. (Titivillus).
Ediciones Paidés Ibérica, S.A.

Mestre, J. M., & Palmero, F. (2004). Procesos psicolégicos basicos. Una gufa académica
para los estudios en Psicopedagogia, Psicologia y Pedagogfa. McGraw-Hill.

Moreno, G., Manjon, J. y Alvarez, J. Sin fecha. Los hongos y el cambio climatico. 129-
135. http://www.socmicolmadrid.org/
docs/cap6-loshongosyelcambioclimatico_tecm7-403982.pdf.

OMS. (2023, March 31). Depresion. Organizacion Mundial de Ia Salud.
https:/ /www.who.int/es/news-room/ fact-sheets/detail/depression

Palma Ramirez, G., Pérez Sanchez, D. L., Hernandez Hernandez, M., & Rodriguez
Ramirez, R. (2020). Revision histérica de los hongos psilocibios. Educacion y Salud
Boletin Cientifico Instituto de Ciencias de La Salud Universidad Auténoma Del Estado
de Hidalgo, 8(106), 174—186. https://doi.org/10.29057 /icsa.v8i16.4790

Pérez-Rincon, H. (2008). Encuentros franco-mexicanos en torno a los psicodislépticos.
Un capitulo un poco olvidado de las relaciones cientificas entre los dos pafses. In Sergio
Javier Villasefior Bayardo (Ed.), Psiquiatria, naturaleza y cultura. De lo singular a lo
universal (pp. 409-412). Grupo Latino Americano de Estudios Transculturales, A.C.
Porsolt, R. D., Bertin, A., & Jalfre, M. (1977). Behavioral despair in mice: a primary
screening test for antidepressants. Archives Internationales de Pharmacodynamie et de

Therapie, 229(2), 327-336.




Prut, L., & Belzung, C. (2003). The open field as a paradigm to measure the effects of
drugs on anxiety-like behaviors: a review. European Journal of Pharmacology, 463(1-3),
3-33. https://doi.org/10.1016/50014-2999(03)01272-X

Puebla, D. K. (2020). Salud mental y adicciones después de la pandemia por COVID-
19. Gaceta Facultad de Medicina, 8(199), 4.
http://www.facmed.unam.mx/_gaceta/gaceta/ago032k20/g_ago032k20.pdfHpage=4
Ramos, D., Montoya, L., Bandala, V., & Ramos, A. (2022, May 18). Hongos: materia
prima para la medicina. Instituto de Ecologia, A.C.
https://www.inecol.mx/inecol/index.php/es/ct-menu-item-25/ct-menu-item-27/17-
ciencia-hoy/1706-hongos-materia-prima-para-la-medicina

Roslund, M. U., Tihtinen, P., Niemitz, M., & Sjoholm, R. (2008). Complete assignments
of the 1H and 13C chemical shifts and JH,H coupling constants in NMR spectra of d-
glucopyranose and all d-glucopyranosyl-d-glucopyranosides. Carbohydrate Research,
343(1), 101-112. https://doi.org/10.1016/j.carres.2007.10.008

Sahagun, F. B. de. (1530). Historia General De Las Cosas De La Nueva Espafia. (3rd
ed.). Editorial Porraa Meéxico.
http://cdigital.dgb.uanl.mx/1a/1080012524_C/1080012524_T1/1080012524_MA.PD
F

Samorini, G. (2001). Funghi allucinogeni. Studi etnomicologici. Telesterion.

Seo, H. W., Hung, T. M., Na, M., Jung, H. J., Kim, J. C., Chot, J. S., Kim, J. H., Lee, H.-
K., Lee, 1., Bae, K., Hattori, M., & Min, B. S. (2009). Steroids and triterpenes from the
fruit bodies of Ganoderma lucidum and their anti-complement activity. Archives of
Pharmacal Research, 32(11), 1573-1579. https://doi.org/10.1007/s12272-009-2109-x
Serrano, D. (2009). Psilocybin: Historical and pharmacological perspective and current
authorized research. Cultura y Droga, 14(16), 165-188.

Shirota, O., Hakamata, W., & Goda, Y. (2003). Concise Large-Scale Synthesis of Psilocin
and Psilocybin, Principal Hallucinogenic Constituents of “Magic Mushroom.” Journal
of Natural Products, 66(6), 885-887. https://doi.org/10.1021/np030059u

Stamets, P. (1996). Psilocybin Mushrooms of the World. An identification guide. Ten
Speed Press.

Referencias

101



102

Suarez Rodriguez, R., Raya Pérez, J. C., & Iturriaga de la Fuente, G. (2015). La trehalosa:
un azucar osmoprotector con capacidad de sefializacion. Ciencia y Tecnologia
Agropecuaria de México, 3(1).

Talapatra, S. K., & Talapatra, B. (2015). Chemistry of Plant Natural Products. Springer
Betlin Heidelberg. https://doi.otg/10.1007/978-3-642-45410-3

Teixido, A. (2018). Nuevos enfoques en el tratamiento de la depresion mayor resistente:
Propuesta de estudio piloto de tratamiento con psilocibina. [Trabajo de final de Grado
en Medicina]. Universidad Auténoma de Barcelona.

Valdés-Sustaita, B., Lopez-Rubalcava, C., Gonzalez-Trujano, M., Garcfa-Viguera, C., &
Estrada-Camarena, E. (2017). Aqueous Extract of Pomegranate Alone or in
Combination with Citalopram Produces Antidepressant-Like Effects in an Animal
Model of Menopause: Participation of Estrogen Receptors. International Journal of
Molecular Sciences, 18(12), 2643. https://doi.org/10.3390/ijms18122643

Vopson, M. M. (2022). Experimental protocol for testing the mass—energy—information

equivalence principle. AIP Advances, 12(3). https://doi.org/10.1063/5.0087175




10. AREAS DE OPORTUNIDAD

Analizar quimicamente el sustrato silvestre y controlado donde crece el hongo.

Llevar a cabo una extraccion por reflujo con MeOH y con CH;COOH al 5% en el hongo

silvestre como parte del proceso para reforzar la reproducibilidad de los experimentos.

Realizar la extraccion con MeOH por reflujo con el hongo silvestre para la obtencion de

cristales de o,x-trehalosa.

Purificar por CC con silice C18 el extracto del hongo de cultivo para lograr el aislamiento

de la psilocibina y obtener sus datos espectroscopicos completos.

Repetir el experimento con mayor cantidad de material fungico silvestre para poder
determinar mas datos espectroscopicos, como el punto de fusion, la rotaciéon éptica,
espectros de IR, entre otros, ademas de la repeticion del analisis por RMN a temperatura

constante.
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11. INFORMACION DE SOPORTE

11.1 Resonancia Magnética Nuclear
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Figura 64. Espectro HSQC del ergosterol aislado del hongo de cultivo.
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11.2 Espectroscopia de infrarrojo (IR)

Espectros de IR de los compuestos aislados del hongo de cultivo: el ergosterol y la o,a-
trehalosa.
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Figura 75. Espectro IR del a,a-trehalosa aislada del hongo de cultivo.
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11.3 Difraccion de Rayos-X

Analisis de los cristales formados en el extracto con MeOH grado HPLC por reflujo del hongo
de cultivo:

Figura 76. Estructura de rayos-X del a,a-trehalosa aislada del hongo de cultivo.
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Tabla 8. Datos cristalograficos de la estructura de rayos-X del o,a-trehalosa aislada del hongo

de cultivo.
Formula empirica C12H2013
Peso de la formula 378.33
Temperatura/K 293(2)
Sistema cristalino Ortorrémbico
Grupo espacial P2,2,2,
a/A 7.5847(2)
b/A 12.2168(3)
c/A 17.8625(4)
o/° 90
g/° 90
v/° 90
Volumen/A? 1655.15(7)
Z 4
Densidad (calculada) g/cm’ 1.518
Coeficiente de absorcién p/mm’™ 0.139
F(000) 808
Radiacion Mo Ko (A = 0.71073)

Intervalo de ® para los datos recolectados (°)

6.322 to 54.18

Intervalos de indice

9<h=<9,-155k=<15-22=51=<22

Reflecciones colectadas

56580

Reflecxiones independientes

3644 [Rine = 0.0720, Rggma = 0.0193]

Datos/Restricciones/Parametros

3644/0/274

Bondad de ajueste en F?

1.064

Indice final de R [I>=20 (I)]

Ri = 0.0292, wR, = 0.0779

Indice final de R [para todos los datos]

R = 0.0307, wR, = 0.0798

Mixima diferencia de densidad electronica A3

0.21/-0.15

Parametro de Flack

-0.6(3)




Longitudes de enlace

Atomo Atomo Longitud (A)
o1 C1 1.418(2)
o1 ctr' 1.413(2)
02 C2 1.419(2)
o2' C2' 1.421(2)
03 C3 1.426(2)
03' C3' 1.421(2)
04 C4 1.430(2)
o4’ C4' 1.420(2)
05 C1 1.402(2)
05 C5 1.433(2)
O5' C1' 1.419(2)
O5' C5' 1.435(2)
06 Co 1.418(2)
0o¢' Co' 1.418(2)
C1 C2 1.529(3)
c1' C2' 1.517(3)
C2 C3 1.517(2)
C2' C3' 1.522(3)
C3 C4 1.516(2)
C3' C4' 1.523(3)
C4 C5 1.524(2)
c4' C5' 1.526(2)
C5 Co 1.510(3)
C5' Co' 1.519(3)

Informacién de soporte ¥R



120

Angulos de enlace

Atomo Atomo Atomo Angulo )
Cc1 01 C1 115.91(14)
C1 05 C5 114.09(13)
Ccr O5' C5' 113.95(13)
o1 C1 C2 105.92(14)
05 C1 01 111.86(15)
05 C1 C2 111.19(14)
01 ct' O5' 112.06(15)
o1 ct' c2' 106.54(14)
05’ Cc1' Cc2' 109.92(14)
02 C2 C1 110.98(15)
02 C2 C3 111.26(15)
C3 C2 C1 109.89(14)
02' Cc2' c1' 111.54(15)
02! c2' C3' 109.73(16)
Cc1' c2' C3' 108.47(15)
03 C3 C2 109.02(15)
03 C3 C4 110.56(15)
C4 C3 C2 111.21(15)
03’ C3' Cc2' 112.49(16)
03' c3' c4' 106.56(15)
Cc2' C3' Cc4' 108.89(15)
04 C4 C3 109.57(14)
04 C4 C5 109.46(15)
C3 C4 C5 111.71(14)
04’ Cc4' C3' 111.54(15)
04’ c4' C5' 105.48(15)
C3' Cc4' C5' 112.87(15)
05 C5 C4 111.37(15)
05 C5 Co6 106.55(15)
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Co C5 C4 111.44(15)
o5’ C5' C4' 111.54(14)
05' C5' C6' 106.77(14)
C6' C5' c4' 112.17(15)
06 Co C5 112.06(16)
(01} Co' C5' 113.39(16)
Angulos de torsion
A B C D Angulo ()
o1 Cl c2 02 58.12(18)
o1 C1 C2 C3 -65.36(18)
01 C1' Cc2' o2 61.96(18)
01 C1' C2! C3' 259.01(18)
02 C2 C3 03 62.8(2)
02 C2 C3 c4 ~175.05(15)
o2 Cc2' C3' o3’ 62.83(19)
o2 Cc2' C3' C4' -179.28(14)
03 C3 c4 04 67.4(2)
O3 C3 C4 C5 171.09(16)
o3 C3' C4' o4 -68.66(19)
O3’ C3' C4' C5' 172.79(15)
04 C4 C5 05 -172.46(14)
O4 C4 C5 C6 68.7(2)
o4 C4' C5' O5' -170.47(14)
o4 C4' C5' Co' 69.82(18)
O5 C1 C2 02 179.84(14)
05 C1 C2 C3 56.37(18)
05 C5 C6 06 69.8(2)
O5' C1' C2' 02’ -176.43(15)
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05' C1' C2 C3' 62.61(18)
O5' C5' C6' 06’ ~75.57(19)
Cl Ol C1' 05' 74.56(18)
C1 01 C1' c2! 165.19(14)
Cl 05 C5 C4 57.04(19)
Cl 05 C5 C6 178.76(15)
C1 C2 C3 03 ~173.89(15)
Cl C2 C3 C4 _51.74(19)
Cl' Ol Cl 05 61.68(19)
C1' o1 C1 c2 177.02(14)
C1' 05' C5' c4' 53.76(19)
C1' 05' C5' C6' 176.62(15)
C1' c2' C3' 03' 175.10(15)
C1' c2' C3' c4' 57.21(18)
c2 C3 C4 04 171.32(15)
C2 C3 C4 C5 49.8(2)

C2 C3' Cc4' o4’ 169.77(15)
C2 C3' c4' C5' 51.22(19)
C3 C4 C5 05 -50.9(2)

c3 C4 C5 C6 169.75(16)
C3' c4' C5' 05' ~48.44(19)
C3' c4' C5' C6' 168.16(15)
C4 C5 C6 06 168.53(16)
c4' C5' C6' 06’ 46.9(2)

C5 05 Cl o1 58.18(19)
C5 05 Cl C2 ~60.02(19)
C5' 05' C1' o1 56.64(19)
C5' 05' C1' C2! 61.62(19)
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11.4 Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
(GS-MS)

Espectrometria de masas del extracto hexanico por reflujo secuencial del hongo de cultivo.
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Figura 77. Ester metilico del acido palmitico o éster metilico del acido hexadecanoico
(C17H340z), PM =270 g/mol
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Figura 80. Ergosterol (CxsH4O), PM = 396 g/mol.
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