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RESUMEN

llex guayusa, un arbol nativo de la Region Amazénica (Colombia, Pera, Ecuador), ha
despertado interés debido a sus compuestos fitoquimicos, especialmente las
metilxantinas (cafeina, teobromina, teofilina) presentes en sus hojas. Aunque la
literatura sobre la guayusa es limitada, varios estudios han explorado el contenido de
metilxantinas en sus hojas, pero aln falta investigacién que vincule su produccién con
condiciones ambientales, especialmente en el sistema indigena agroforestal conocido
como chakra, donde se cultiva esta planta. El objetivo de este estudio fue determinar el
efecto de la variacion de luz solar, edad y ubicacion en la produccion de metilxantinas
presentes en hojas de llex guayusa de diferentes chakras. Se utiliz6 Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia con detector UV-vis (HPLC-UV-vis) para cuantificar las
principales metilxantinas. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) para determinar
el efecto de las variables en las concentraciones. Ademas, se empleé Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiencia acoplada a Espectrometria de Masas en Tandem (UPLC-MS)
para detectar otras posibles metilxantinas o compuestos afines. Los resultados indicaron
diferencias significativas (p < 0,05) en las concentraciones de metilxantinas en
condiciones de luz, edad y chakra. Las plantas en sombray las de 8 a 10 afios mostraron
mayor concentracion. Las condiciones ambientales en las chakras demostraron un
mayor efecto en conjunto que individual en la produccion de metilxantinas. Por ultimo,
se identificaron 9 moléculas, destacando la deteccion de metil-liberina, un metabolito
vinculado a la sintesis y catabolismo de las metilxantinas.

Palabras clave: llex guayusa, HPLC-UV-VIS, UPLC-MS, metilxantinas, luz solar, edad,
chakra.
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ABSTRACT

llex guayusa, a tree native to the Amazon Region (Colombia, Peru, Ecuador), has
aroused interest due to its phytochemical compounds, especially the methylxanthines
(caffeine, theobromine, theophylline) present in its leaves. Although the literature on
guayusa is limited, several studies have explored the content of methylxanthines in its
leaves, but there is still a lack of research linking its production to environmental
conditions, especially in the indigenous agroforestry system known as chakra, where this
plant is cultivated. The objective of this study was to determine the effect of varying
sunlight, age and location on the production of methylxanthines present in llex guayusa
leaves from different chakras. High Performance Liquid Chromatography with UV-vis
detector (HPLC-UV-vis) was used to quantify the main methylxanthines. Analysis of
variance (ANOVA) was performed to determine the effect of variables on concentrations.
In addition, Ultra Performance Liquid Chromatography coupled to Tandem Mass
Spectrometry (UPLC-MS) was used to detect other possible methylxanthines or related
compounds. The results indicated significant differences (p < 0.05) in methylxanthine
concentrations under light, age and chakra conditions. Plants in shade and those 8 to 10
years old showed higher concentrations. Environmental conditions in chakra showed a
greater overall than individual effect on methylxanthine production. Finally, 9 molecules
were identified, highlighting the detection of methyl-liberin, a metabolite linked to the
synthesis and catabolism of methylxanthines.

Keywords: llex guayusa, HPLC-UV-VIS, UPLC-MS, methylxanthines, sunlight, age,
chakra.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Antecedentes

llex guayusa (I. guayusa), es un arbol amazonico con un gran valor ancestral y
etnobotanico ya que en los mitos culturales se menciona que mucho antes de ser una
planta sagrada, la guayusa era un ser divino de gran fuerza fisica y potencial genético,
infundia &nimo y levantaba el espiritu; un paradigma de fertilidad, asi es como los
indigenas la visualizaban en sus mitos quichua-amazonico [1]. Es asi como los
indigenas de la region evidenciaban y explicaban a través de sus mitos los beneficios
gue estos sentian al consumirla. Afios después, con la llegada de los sacerdotes en las
misiones cristianas en la amazonia describieron el uso de la guayusa como un
energizante, un remedio para enfermedades venéreas y en caso de las mujeres para

aumentar su fertilidad [2].

llex guayusa Loes. es el nombre cientifico actualmente aceptado, sin embargo, en la
Amazonia ecuatoriana existen varios nombres: Huayusa o wayusa en el kichwa; wayus,
wais o weisa para los shuar, guayusa para los secoya y algunas variantes en las
diferentes culturas en el territorio de la Amazonia [3]. La guayusa es un arbol perenne,
sus hojas son ovaladas o elipticas con alrededor de 7-22 cm de largo y 2.5-7 cm de
ancho, con un margen aserrado o dentado [3,4]. Los arboles de guayusa pueden crecer
una altura promedio de 10 m de altura y presentar tallos que miden de 2 a 15 cm a la
altura del pecho. Originalmente consumida en el occidente del Amazonas como infusiéon

de sus hojas [2]

Principalmente, la guayusa es un producto de sistemas agroforestales indigenas, estos
colectivos suelen emplear practicas agricolas de bajo rendimiento, cultivando guayusa
sin el uso de fertilizante, pesticidas o maquinaria pesada. El pueblo kichwa amazdnico
denomina a estas parcelas horticolas como chakras [2,3]. La chakra amazo6nica combina
el cultivo de alimentos basicos, arboles de madera, frutales, plantas ornamentales y
medicinales principalmente representados por la yuca, el platano y la chonta, aunque
con el tiempo otras especies con valor comercial se han integrado como el cacao, el

café y la guayusa [5].



Las chakras son sistemas complejos que se adaptan y resienten los efectos del cambio
climatico permitiendo el uso sostenible de los bosques capturando asi altos niveles de
carbono en comparacion con otras formas de usos de tierra [6]. La chakra amazdnica
es un sistema de policultivo con un alto nivel de biodiversidad donde se han identificado
mas de 100 especies de plantas ofreciendo una oportunidad para la conservacion
especies endémicas, vulnerables y amenazadas, todo esto manteniendo un espacio
familiar o comunitario productivo conservando patrones que se mimetizan con procesos

naturales de sucesién o restauracion de bosques [5].

En la actualidad, el interés internacional en hierbas de té y sus propiedades para la salud
es fuerte, y comercialmente ha impulsado una tasa de crecimiento anual compuesta del
4.5% en el mercado mundial como prondstico para el periodo 2018-2024 [3]. La
Amazonia ecuatoriana representa una de las zonas con mayor biodiversidad del
planeta, esta enorme variedad de plantas frecuentemente se convierte en fuente de
interés para el desarrollo de nuevas materias primas para el mercado farmacéutico,

cosmeético y alimenticio [7].

En Ecuador ya existe un gran mercado de consumo de guayusa siendo la provincia
amazobnica de Napo la principal fuente de produccion [8]. Ademas, la guayusa no es un
alimento nuevo, ya que, en Estados Unidos, Canada, Australia, Nueva Zelanda y Europa
las hojas son comercializadas para infusion y consta en los respectivos registros y leyes
de Alimentos de estos paises. Consecutivamente, el fuerte y creciente interés
internacional, en los Ultimos afios, de las hierbas para tés y sus propiedades [3] que
representa un atractivo para la industria nacional e internacional por las hojas de
guayusa y sus propiedades fitoquimicas. Las exportaciones de guayusa han crecido a
100 toneladas por afio desde el 2007 lo que indica el interés y el desarrollo de una

industria en torno a la guayusa [8].

Los mayores exportadores de guayusa de Ecuador obtienen hojas frescas de colectivos
agricolas indigenas utilizando practicas organicas, como producto del policultivo,
generalmente se cultiva junto con otras especies comercialmente Utiles. Por otra parte,
si crece la demanda de guayusa aumentara el riesgo de adoptar practicas agricolas de
mayor rendimiento que son menos compatibles con la conservacion de la biodiversidad

y la mitigacion del cambio climético [3].



Wise & Santander (2018) [9], en un analisis del historial de usos de la guayusa,
reportaron que no existe evidencia de que el consumo de guayusa sea peligroso y que
se necesitaria la ingesta en gran cantidad en un corto periodo de tiempo, para que
presente toxicidad en el cuerpo. Este estudio concuerda con los andlisis de Kapp et al.
(2016) [10] que concluyeron en base a experimentos en ratas que no hay evidencia de

ningun tipo general o genético de toxicidad en guayusa.

La guayusa es perteneciente al género llex de cerca de 600 especies de la familia
Aquifoliaceae, en algunas especies del género se ha encontrado en sus hojas alcaloides
[1,2], especificamente metilxantinas como la cafeina, teobromina y teofilina [7]. No
existen demasiados estudios sobre metilxantinas en llex guayusa, pero los estudios para

un familiar cercano llex paraguariensis son mas abundantes [3].

La cafeina es una sustancia psicoactiva con mas popularidad en el mundo y, sin duda
alguna, es una de las mas aceptadas, toleradas y consumidas por la sociedad [7]. Desde
bebidas, dulces y otros comestibles hasta medicamentos; la cafeina tiene un gran
namero de aplicaciones. Quimicamente, la cafeina es un alcaloide xantinico (1, 3, 7
trimetilxantina) y presenta una accion farmacolégica en el sistema nervioso central,
cardiovascular y respiratorio. El contenido de cafeina en hojas de guayusa es bien

conocido y ya existen productos como bebidas e infusiones a partir de esta planta [8].

La teobromina es miembro predominante en el cacao, sin embargo, se puede encontrar
en pequefas cantidades en algunas hojas que comunmente sirven para infusiones, se
considera un diurético, un relajante del musculo liso y un estimulante del miocardio y un
vasodilatador que a diferencia de la cafeina es muy suave y contiene caracteristicas
antioxidantes [11]. De la misma manera que la cafeina, el uso mas comudn de la
teobromina es en bebidas y dulces en particular por ser predominante en el chocolate,

por otra parte, esta ha adquirido un rol mas importante en el tratamiento del asma [12].

Wise & Santander (2018) [8], describe que existe un mayor nimero de kilocalorias en
100 g en guayusa que en yerba mate. Ademas, describen que existe alrededor de 2.72%
de cafeina en bolsas de hojas secas de guayusa de 1.5 g. Por otro lado, Lewis et al.
(1991) [13] describe que las hojas de guayusa tienen alrededor de un 4% de
metilxantinas en sus hojas siendo mayor la cantidad de cafeina y muy poco la de
teobromina y otras metilxantinas. Es importante sefialar que el contenido de cafeina en
guayusa -proveniente de hojas secas- presenta un orden de magnitud por debajo de la

dosis que la Comision Técnica de Productos Dietéticos, Nutricion y Alergias de la

3



Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria considera como limite superior para las

concentraciones de cafeina que "no suscitan preocupacion” [8]

En este sentido, se ha buscado extraer la mayor cantidad de compuestos fitoquimicos,
en especial de las metilxantinas como la cafeina y teobromina [3]. Lo cual llevaria al
desarrollo de nuevos productos [8], y farmacos [7] a partir de esta planta. Por otra parte,
en llex guayusa la cosecha se realiza a partir de los 4 afios de edad hasta la muerte de
la planta 0 hasta que este deje de ser util para el agricultor [7]. Ademas, en llex
paraguariensis se ha reportado que a diferentes condiciones de luz solar existe una
diferencia en la concentracion de metabolitos entre ellos las metilxantinas siendo la
concentracion de cafeina mayor en condiciones de sombra [14]. Por otro lado, en llex
guayusa si bien se conoce la presencia de metilxantinas y valores referenciales de la
concentracién presentes en sus hojas [8,13], todavia no se conoce el efecto que causa

la luz, ni otras variables, a la produccién de estas.

Planteamiento del problema

La literatura cientifica relacionada con llex guayusa es escasa, siendo los pocos datos
fitoquimicos recolectados hasta la fecha su contenido de metilxantinas, presencia de
triterpenos y acidos clorogénicos [7], sin embargo, no existen estudios que mencionan
los factores que afectan la produccion de metilxantinas, mucho menos estudios donde
se reporten resultados obtenidos dentro del sistema chakra. En otras palabras, la
fitoquimica estudiada hasta ahora nos brinda un buen entendimiento de las plantas [3,7],
pero la escasez de informacion de las interaccidén y respuestas de estos metabolitos
frente a las condiciones ambientales, limita el avance en el entendimiento de los
componentes de la guayusa y las condiciones de cultivo que pueden afectarlos. Por
ejemplo, se ha realizado estudios en torno a las condiciones ambientales en el cultivo
de llex paraguariensis, especificamente, centrados en el efecto que causa la edad,
ubicacion y luz solar en la produccion de metabolitos secundarios resaltando en muchos
casos las metilxantinas [14—-17]. En este sentido, mejorar la comprension del efecto de
la luz solar, edad y ubicacién en la produccién de metilxantinas de hojas de guayusa
permitird obtener un mejor rendimiento en el metabolito deseado y dar valor agregado

a la comercializacién del producto.



Justificacion de la investigacion

El presente estudio posee un caracter de enfoque investigativo y practico, centrado en
la deteccion y andlisis de variables asociadas a la produccién de metilxantinas en la llex
guayusa. Como un ejemplo se encontré en café una relacion entre factores climaticos,
geograficos y factores de cultivo; entre ellos la localizacion del cultivo, y sus condiciones

de crecimiento [1].

Las condiciones en el sistema de cultivo chakra son totalmente aleatorias, sin embargo,
la cantidad de luz que reciben las hojas de algunos arboles, la edad del arbol y el sector
de cultivo son factores constantes e importantes que pueden afectar la produccion de
metilxantinas [2]. Por lo tanto, determinar las condiciones que afectan a la produccién
de metilxantinas permitira recolectar mejores hojas para el desarrollo de productos
farmacéuticos [3] vy la industria alimenticia [4], sin alterar este sistema agroforestal

indigena.

Utilizar las variables dentro del sistema chakra para mejor concentracién de metabolitos
especificos tiene varios beneficios para los productores al aprovechar al maximo los
recursos naturales disponibles, optimizar el uso del suelo y agua, y aumentar sus
ingresos al ofrecer productos de mayor valor agregado [5]. Ademas, es necesario aclarar
gue el conocimiento fitoquimico de la guayusa es limitado [3], por ende, es necesario el
estudio de las variables asociadas a la produccion de metilxantinas en sistemas
agroforestales indigenas facilitando el entendimiento del cultivo y la fitoquimica de la

guayusa, ademas de favorecer la conservacion del sistema chakra.



Objetivos de la investigacion.

Objetivo general

Determinar el efecto de la variacion de luz solar, edad y ubicacion en la produccion de

metilxantinas presentes en hojas de llex guayusa de diferentes chakras.
Objetivos especificos

Cuantificar las principales metilxantinas (cafeina, teobromina y teofilina) presentes en
las hojas colectadas a través de cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a un
sistema de deteccion UV-vis.

Analizar mediante métodos estadisticos los efectos de las variables luz, edad y chakra

en la produccién de metilxantinas en hojas de llex guayusa.

Identificar el perfil completo de las metilxantinas presentes en las muestras de hojas por
LC/MS.



CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

Disefio experimental

Se aplico un disefio experimental factorial con niveles mixtos con bloques de 3 variables,
dos con tres niveles y una con dos niveles (Tabla 1). Las hojas fueron recolectadas en
3 chakras diferentes que fueron georreferenciadas. Las tres chakras seleccionadas se
encuentran en la provincia de Napo situada al centro norte del pais, en la zona
geografica conocida como Regiébn Amazdnica, especificamente en los sectores de
Talag (A), Alto Pano (B) y Alto Tena (C). La exposicion a luz solar se dividio en dos
condiciones: sombra (-) en un rango de 0 a 300 pmol m2 sy luz (+) en mediciones
superiores a 300 umol m2 s, La edad se dividi6 en 3 diferentes: temprano (0) de arboles
entre 4 a 6 afos (< 6), medio (1) de arboles entre 6 a 8 afios (<8) y tardio (2) de arboles

entre 8 a 10 afos.

Tabla 1. Disefio experimental factorial de niveles mixtos.

Chakra A Chakra B Chakra C
Condiciones de luz
+ - + - + -
0 A0+ AO- BO+ BO- CO+ CO-
Edad 1 Al+ Al- B1l+ B1- Cl+ C1-
2 A2+ A2- B2+ B2- C2+ C2-

Realizado por: Fernandez, Mateo; Garzén, Thomas; 2024.

Recoleccion de material vegetal

Los agricultores de las diferentes chakras al forman parte de la Asociacion Kallari llevan
un registro y control de productos, uno de estos es la edad lo cual facilité la seleccion
de arboles en los diferentes periodos de edad. Posterior, se visualizo si la posicion en
gue se encuentra el arbol est4 en condiciones de luz 0 sombra, para esto se realizaron
varias mediciones de PPFD (Photosynthetic Photon Flux Density) tomadas a la altura
del pecho con un sensor de fotoperiodo para determinar si cumple con la condicion. Las
hojas fueron recolectadas bajo el mismo principio etnobotéanico con el cual recolectan
los agricultores, el cual consiste en seleccionar las ramas que no tengan “gogoyos”, es
decir, hojas pequefas de un color rojizo en la punta que indica que la rama es joven;
solo se recolectaron hojas de un color verde oscuro ya que los agricultores mencionan

gque la hoja madura es oscura y buena para el secado a diferencia de la joven de color
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mas claro que muchas veces no seca y se llega a dafar por su alto contenido de
humedad. Las hojas recolectadas fueron envueltas en hojas de papel periddico,
debidamente etiquetadas con sus tipos de variable y guardadas en una hielera con geles

frios.

Secado y triturado de las hojas.

Las hojas recolectadas fueron lavadas con agua destila o Tipo Il y sometidas a un
proceso de secado en horno con marca ESCO Isotherm modelo OFA-54-9 de 15 a 17

h a 45°C. Posteriormente, las hojas fueron trituradas y almacenadas para su analisis.

Andlisis de muestras por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Preparacion de muestra

Para la preparacion de la muestra inicialmente se pesaron 200 mg de muestra por
triplicado en vasos de precipitados de 50 ml, luego, se colocé 50 ml de agua ultrapura
(Tipo 1) medida en una probeta de la misma cantidad. Seguidamente, se colocaron en
una plancha de agitacion Fisherbrand isotemp a una temperatura de 200°C con una
agitacion de 200 rpm por 10 min, en promedio, la temperatura del vaso de precipitacion
fue de 70 °C. Una vez transcurrido los 10 minutos se retir6 de la plancha y se enfrio la
muestra hasta que esté a temperatura ambiente, luego se coloc6 en un matraz aforado
de 50 ml hasta enrasar. Finalmente, se homogeneiz6 vy filtré a través de un filtro de

jeringa de 0,45 nm y se colocaron en viales de 1 ml para su posterior andlisis.

Preparacion de estandares

Se prepar6 100 ml de una solucibn madre de cafeina, teobromina y teofilina
(SupelcoPharmaceutical Secondary Standard; Certified Reference Material) a una
concentracion de 200 mg/L, 20 mg/L y 20 mg/L respectivamente. El rango de trabajo fue
del 5% al 100% de la concentracion de la solucion madre, con el fin de evaluar los

intervalos de linealidad del procedimiento analitico.



Cuantificacion de las principales metilxantinas

La cuantificacion de las principales metilxantinas se realiz6 a través de un cromatografo
marca Waters, modelo 1525 para el moédulo de Bombas binarias, 2489 detector UV/
Visible y 2707 autosampler. Para la separacién cromatogréafica se empled una columna
Marca Phenomex Gemini C18 (150 x 2 mm), 5 um de tamano de particula. La fase movil
consistié en &cido férmico al 0.1% como solvente A y acetonitrilo grado HPLC como
solvente B. El caudal fue de 1.0 ml/min en modo gradiente descrito en la Tabla 2. La
longitud de onda para determinacion de los eluyentes fue 273 nm. Se trabajo con el &rea
bajo la curva de cada componente, las cuales se procesaron a través del software del
equipo (EMPOWER 3).

Tabla 2. Gradiente de trabajo fase movil A acido
férmico 0.1%, fase mavil B acetonitrilo.
Tiempo (min)  %Disolvente A %Disolvente B

0.01 92.5 7.5
8.00 85 15
12.00 10 90
15.00 10 90
17.00 92.5 7.5
23.00 92.5 7.5

Realizado por: Fernandez, Mateo; Garzén, Thomas; 2024

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando Python version 3 (Python Software
Foundation), especificamente, se utilizé la libreria statsmodels versién 0.14.0 (2009-
2023, Josef Perktold, Skipper Seabold, Jonathan Taylor, statsmodels-developers). Se
realizo el test Shapiro—Wilk, homocedasticidad y el test de Durbin-Watson como pruebas
paramétricas para comprobar los supuestos del ANOVA (Normalidad de los residuos,
Homogeneidad de la varianza y Asuncion de independencia de los residuos). Se utilizé
el analisis de varianza (ANOVA multidireccional) para determinar la significancia (p<

0,05) de las diferencias entre las diferentes condiciones de luz, edad y ubicacion.



Caracterizacion del perfil de metilxantinas por cromatografia liquida de ultra

eficiencia acoplada a espectrometria de masas en tdndem

Preparacion de muestras

Para la preparacion de la muestra inicialmente se pes6 10 mg de hoja seca en un tubo
Eppendorf de 2 ml, a continuacioén, se coloc6 1.5 ml de etanol y se sénico por 30 minutos
a una temperatura de 30 °C y se centrifugd a 10.000 rpm x 10 minutos. Después, se
recogié el liquido sobrenadante en tubos Eppendorf de 1.5 ml, posterior, se
concentraron las muestras en un concentrador marca Genevac modelo miVac
Centrifugal Concentrators por 60 minutos. Por ultimo, se rehidraté con 1 ml de agua
ultrapura (Tipo 1) y a continuacién se combinaron los extractos en un tubo Eppendorf de

1.5 ml, después, se realiz6 vortex por 3 minutos y se transfirié a un vial para su analisis.

Preparacion de estandares

Se prepar6 50 ml soluciones madre de cafeina, teobromina y teofiina a una
concentracién de 20 mg/L. A partir de las cuales se prepard 10 ml de soluciones de
estandar de metilxantinas (cafeina, teobromina y teofilina) a 200 pg/L. Los estandares
se usaron para optimizar los parametros del equipo UPLC MS/MS (caudal, volumen de
inyeccion, energia de colision, entre otras), para ello se testearon concentraciones entre
10y 200 pgl/L.

Caracterizacion del perfil de metilxantinas por UPLC-MS/MS

La adquisicién de datos se realiz6 por el equipo de Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiencia acoplada a Espectrometria de Masas en Tandem (UPLC-MS/MS) marca
Waters modelo Acquity I-Class para el médulo LC acoplado a espectrometro de masas
cuadrupolo con tiempo de vuelo modelo XEVO G2-XS QTOF. La separacion
cromatogréfica se logroé utilizando una columna Waters ACQUITY UPLC HSS T3 C18
(100 x 2,1 mm), 1,8 ym de tamano de particula. La fase maévil consistio en acido formico
0.1% (Solvente A) y acetonitrilo con acido formico 0.1% (Solvente B) el caudal fue de
0,5 mL/min en modo gradiente (Tabla 3). El volumen de inyeccién fue de 10 pl. La
ionizacion por electro-pulverizacion (ESI) se realiz6 en modo positivo para las
adquisiciones de datos MS. Las condiciones de analisis MS/MS se realizaron en modo

de adquisicién dependiente de datos (DDA) con un rango de barrido entre m/z 100 -
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1200 con tres energias de colision 10 - 20 y 40 eV, el voltaje capilar se mantuvo a 0.5
kV, la temperatura de la fuente fue de 120 °C, una temperatura de desolvatacion de 450
°C y un caudal de gas de desolvatacion de nitrégeno de 900 L h?, el flujo de gas de
cono se mantuvo a 0 L h', argdn fue utilizado como gas de colisién, el rango de escaneo
100-1200 m/z unidades.

Tabla 3. Gradiente utilizado para la identificacion
de metilxantinas por UPLC-MS/MS

Tiempo (min)  %Disolvente A %Disolvente B

0.01 99.0 1.0
1.00 99.0 1.0
12.00 0.0 100
14.00 0.0 100
14.50 99.0 1.0
16.50 99.0 1.0

Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024

Tratamiento de datos

Para la identificacion sin estdndar de metabolitos (nivel 2) se usé la biblioteca de Global

Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) (GNPS Documentation (ccms-

ucsd.qgithub.io)) resultando en archivos. mgf 0. mzML que se convirtieron a partir de los

conjuntos de datos sin procesar de Waters de acuerdo con las instrucciones en linea

(Mass Spectrometry File Conversion - GNPS Documentation (ccms-ucsd.qgithub.io)). La

tolerancia de masa del ion precursor como la del ion fragmento se fij6 en 0,02 Da.
Posteriormente, se establecié una red molecular en la que se filtraron los bordes para
que tuvieran mas de 3 fragmentos coincidentes y una puntuacion de coseno superior a
0.70.

Los datos fueron tratados con antelacion en el software MZmine version 3.9.0 (MZmine

3 Documentation) para metabolémica no dirigida de datos del tipo DDA. Algunos de los

parametros usados en el software fueron, altura minima del pico MS1 de 100 amplitud,
corte de abundancia de MS/MS de 18 amplitud, corte del puntaje de identificacion de 80

ppm y se eliminaron los picos del blanco presentes en las muestras.
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La identificacion de nivel 1 a partir de estandares se realizé mediante la verificacion del
tiempo de retencion (RT) con el estandar de referencia (cafeina, teobromina y teofilina),
asi como su ion molecular. Por Ultimo, se analizaron e identificaron las estructuras
guimicas de moléculas mediante la herramienta de fragmentacion in silico UNIFI

(Sistema de informacion cientifica UNIFI | Waters) buscando en la base de datos

estructural ChemSpider (chemspider.com). El andlisis de datos se realiz6 en primer

lugar confirmando la composicion de los fragmentos MS/MS correspondientes a los
iones precursores. En segundo lugar, se buscaron los posibles nombres quimicos y
estructuras utilizando la férmula molecular o la masa exacta en la base de datos de
estructuras de metilxantinas cargada en UNIFI. Por ultimo, se confirmé la autenticidad y

la fiabilidad del compuesto en la data comparando los iones MS y MS/MS.
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CAPITULO Ill: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADO

Recoleccion de material vegetal

Mediante varias visitas se seleccionaron las chakras para el estudio, su localizacion y
descripcion son las siguientes: Talag (1°04'59.5"S 77°53'24.6"W, 504 msnm), en este
cultivo si bien se plantan variedad de alimentos y especies cada una tiene su seccion,
es decir, existen parcelas destinadas para el cultivo de una sola especie de planta
incluyendo la guayusa (Anexo 1). Alto Pano (1°00'08"S 77°53'36"W, 665 msnm), en
este cultivo los arboles de guayusa se encuentran con arboles de cacao (Theobroma
cacao) y palmeras de chonta (Bactris gasipaes) pero se encuentra a una distancia
aproximada de un metro por arbol, aun asi, algunas palmeras de chonta generan
sombra sobre los arboles de guayusa (Anexo 2). Alto Tena (0°56'21.4"S 77°52'31.1"W,
660 msnm) en este cultivo las plantas de guayusa se encuentran en competencia con
varios arboles y palmeras, sin embargo, hay una separacion irregular entre cada arbol
0 palmera de entre uno y tres metros, ademas de tener competencia con algunos
arbustos (Anexo 3). Se recolecto en total muestras de hojas de 54 arboles de guayusa
gue cumplian las condiciones (luz y edad) en las diferentes chakras, estas muestras
fueron etiquetadas y posteriormente se realiz6 un pool de cada combinacion de

variables.

Cuantificacion de metilxantinas por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC-UV-vis)

Las inyecciones en el equipo se realizaron en 3 grupos, para cada grupo se preparé una

curva de calibracion, las ecuaciones de la recta para cada curva fueron las siguientes:

Cafeina: Y = 1.80e%* X + 1.44e%* R?= 0.999656; Y = 1.75e%* X + 8.67e%%, R2=
0.994052; Y = 1.81e°* X + 4.62e%4, R?= 0.999162.

Teobromina: Y = 1.54e%4 X + 3.08e%3 R2= 0.998960: Y = 1.46e%* X - 6.96e%2 R2=
0.994471: Y = 1.84e%* X + 4.09e%3, R2=(0.998719.

Teofilina: Y =Y = 1.72e%* X + 7.62e%?, R?= 0.999656; Y = 2.24e%4 X + 1.43e°, R?=
0.995608; Y = 2.07e%4 X + 1.72e%*, R?=0.997902.

13



El limite inferior de la curva para teobromina y teofilina fue de 1 mg/L ya que una
concentracibn menor a esta dificulta la integracibn de picos cromatograficos al
confundirse con el ruido, sin embargo, mediante la interpolacion de las curvas de
calibracion se encontré en las muestras concentraciones menores a este limite en los

casos que se logro detectar un pico cromatografico.

Tabla 4. Contenido de metilxantinas en hojas secas de llex guayusa por cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC)

Contenido de metilxantinas

(media + DS, mg g~" de hoja seca)

Chakra Condicion Periodo Cafeina Teobromina  Teofilina

de luz de edad
A + 0 25.851 +0.892 0.167 +£0.009
A - 0 28.664 +0.39  0.029 +£0.002
A + 1 23.055 +0.711 0.187 £0.009
A - 1 25.602 +0.527 0.06 £0.004 0.076 £0.013
A + 2 38.755 +0.73  0.344 +£0.013
A - 2 30.532 +1.115 0.119 £0.007  0.063 £0.01
B + 0 34.462 +2.744 0.452 +0.037  1.881 +0.677
B - 0 33.505 +1.593 0.502 +0.036  1.645 +0.42
B + 1 24.764 +2.136 0.389 £0.074  1.44 +0.381
B - 1 37.533+1.899 0.571+0.071  1.619 +0.159
B + 2 29.511 +1.625 0.389+0.017 1.291 +0.573
B - 2 46.745 +2.383 0.773 £0.243  1.667 £0.537
C + 0 28.41 £1.385 0.453+0.087 0.096 +0.00
C - 0 28.958 +0.695 0.229 +0.006
C + 1 25.387 +0.905 0.211 +0.021
C - 1 40.497 +0.425 0.208 +0.085
C + 2 39.549 +0.38  0.311 +0.001
C - 2 37.195 +1.134 0.371 £0.022

Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024

La mayor concentracion de metilxantinas se encontrd en las plantas en periodo tardio
de Alto Pano que se encontraban en la sombra (B2-). Estas tienen el contenido mas alto
de cafeina con 46.745 +2.383 MQ/Qnoja seca (Tabla 4) y teobromina con 0.773 +0.243

MQg/gnoja seca (Tabla 4), sin embargo, la mayor concentracion de teofilina se encontré en
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las plantas en el periodo temprano de Alto Pano que recibian abundante luz solar (BO+)
presentando una concentracion de 1.881 +0.677 mg/gnojaseca (Tabla 4). Por otro lado, no
se logré cuantificar la concentracion de teofilina de todas las muestras, siendo la chakra
de Alto Pano (B) la Unica que presenta concentracion en todas sus muestras y pocas
excepciones en las chakras de Talag (A) y Alto Tena (C), no obstante, esto no niega la
existencia de teofilina en las otras muestras ya que la concentracion puede ser tan baja

gue el pico cromatografico se confunde con el ruido.

Analisis estadistico

Los valores de las pruebas paramétricas para comprobar los supuestos del ANOVA
fueron correctos (Anexo 6), en este sentido, en la tabla 5 se puede apreciar el analisis
de varianza (ANOVA) con respecto a cafeina, esto con la finalidad de observar que

concentraciones obtenidas presentan una diferencia significativamente (p< 0,05).

Tabla 5. Analisis de varianza (ANOVA, p< 0,05) con respecto al contenido de cafeina.

df | sum_sq mean_sq | F PR(>F)
Chakra 2 326.8597 163.4298 84.3284 2.6E14
Condiciéndeluz |1 259.8745 259.8745  134.0930 1.07E™®
Periodo de edad |2 645.9563 322.9781  166.6540 6.32E%°
Chakra:
Condicion de luz
Chakra:

Periodo de edad

2 2545594  127.2797  65.6752 9.73E13

4 123.9360 30.9840 15.9874 1.3E%7

Condicién de luz:
] 2 228.0676 114.0338 58.8404 4 51E"
Periodo de edad
Chakra:

Condicién de luz: | 4 423.2477 105.8119 54.5980 8.52E15
Periodo de edad
Residual 36 69.7685 1.9380

Realizado por: Fernandez, Mateo; 2022
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En este sentido, se detectaron diferencias significativas (p< 0.05) de las concentraciones
de cafeina (Tabla 4) entre las diferentes condiciones de luz, edad y ubicacién (Tabla 5).
Ademas, exhiben una mayor concentracion media mayor a 30 mg/gnojaseca €n las chakras
de Alto Pano y Alto Tena en comparacion con la chakra de Talag (Figura 1). Por otro
lado, se encontr6 una mayor concentracion media de cafeina en las plantas que crecen
en sombra a diferencias de las que crecen en luz con una media de 27 Mg/gnoja seca
(Figura 1). Por ultimo, la concentracion media mas alta la presentan las plantas de 8 a
10 afios con 39 Mg/gneja seca, Seguidas de las plantas de 4 a 6 afios con 29 Mg/ghoja seca Y

con la concentracion media mas baja las plantas de 6 a 8 afios (Figura 1).

Cafeina por chakra Cafeina por condicion de luz Cafeina por periodo de edad

10
1
40
1

Cafeina mgfg de hoja seca
i
]

Cafeina mgfg de hoja seca
5
|

Cafeina mgfg de hoja seca
5
1

30
1

3a
1

Chakra Condicion de luz Periodo de edad

Figura 1. Graficos de caja de las concentraciones de cafeina en muestras de llex guayusa.
Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024.

Por otra parte, al contrastar el efecto en la concentracion de cafeina en las diferentes
chakras con relacion a las condiciones de luz (Figura 2) podemos visualizar un aumento
de cafeina en las condiciones de sombra en las chakras de Alto Pano y Alto Tena
mostrando una concentracién superior en 34.48% y 12.90% respectivamente en sombra
con respecto a la luz. Sin embargo, la chakra de Talag no presenta una diferencia entre
condiciones de luz en las concentraciones de cafeina, ademas, esta chakra presenta

las concentraciones mas bajas de cafeina de todas las chakras estudiadas.
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Grafico de efectos principales de la cafeina
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Figura 2. Graficos de efectos principales en las concentraciones de cafeina entre las diferentes

chakras y las condiciones de luz.
Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024.

De la misma manera, el efecto en la concentracion de cafeina al contraponer las
diferentes chakras con relacion a los periodos de edad (Figura 3) podemos visualizar
una diferencia significativa en el periodo tardio con concentraciones superiores a 35
MQg/gnoja seca €N todas las chakras en comparacion con los periodos temprano y medio.
Ademas, es posible visualizar que el periodo de medio presenta una concentracion
menor en aproximadamente un 13% a la concentracién del periodo temprano, este
comportamiento es igual en las chakras de Talag y Alto Pano, sin embargo, este
comportamiento cambia en la chakra de Alto Tena donde la concentracion en el periodo

medio aumenta en un 14.28% con respecto a la concentracion en el periodo temprano.
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Grafico de efectos principales de la cafeina
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Figura 3. Graficos de efectos principales en las concentraciones de cafeina entre las diferentes

chakras y periodos de edad.
Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024.

Por otra parte, comparando el efecto entre las diferentes condiciones de luz y edad en
la concentracion de cafeina (Figura 4) podemos visualizar una diferencia significativa
en el periodo tardio con concentraciones superiores a 35 mg/gnoja seca. Ademas, en el
periodo medio disminuye la concentracion un 11% en la condicién de sombra y un 50%
en la condicion de luz con respecto al periodo tardio. Por otra parte, la concentracion
tanto en luz como en sombra es mayor en el periodo tardio en alrededor de un 25% en

comparacion al periodo temprano.
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Figura 4. Gréficos de efectos principales en las concentraciones de cafeina entre las condiciones

de luz y los diferentes periodos de edad.
Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024.

A continuacién, los valores de las pruebas paramétricas para comprobar los supuestos
del ANOVA fueron correctos (Anexo 6), en este sentido en la tabla 6 se puede apreciar
el analisis de varianza (ANOVA) con respecto a teobromina, esto con la finalidad de

observar que concentraciones obtenidas presentan una diferencia significativamente

(p< 0,05)
Tabla 6. Analisis de varianza (ANOVA, p< 0,05) con respecto al contenido de
teobromina.
df |sum_sq |mean_sq |F PR(>F)
Chakra 2 1.1927 0.5963 121.0015 1.05E71¢

Condiciondeluz |1  0.0002 0.0002 0.0554 0.815214
Periodo deedad |2  0.1220 0.0610 12.3843  8.08E™
Chakra:
Condicion de luz
Chakra:

Periodo de edad

2 03234 0.1617 32.8155  7.71E%°

4  0.0497 0.0124 2.5246 0.0576

Condicién de luz:
2 0.0736 0.0368 7.4735 0.0019
Periodo de edad
Chakra;:

Condicién de luz: |4 0.0866 0.0216 4.3954 0.0053
Periodo de edad
Residual 36 0.1774 0.0049

Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024.
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De esta forma, se detectaron diferencias significativas (p< 0.05) de las concentraciones
de teobromina (Tabla 4) entre las diferentes chakras y periodos de edad (Tabla 6), sin
embargo, no existe una diferencia significativa entre las condiciones de luz. Ademas,
exhiben una mayor concentracion media las chakras de Alto Pano con una media de
0.5 mg/gnejaseca, S€QUIda por la chakra de Alto Tena con una media de 0.3 mg/ghoja seca
y por ultimo la chakra de Talag con una media de 0.1 mg/ghoja seca (Figura 5). Aparte,
se encontré mayor concentracion de teobromina en las plantas que crecen en sombra,
no obstante, no hay una diferencia significativa en las medias de ambas condiciones
(Figura 5). Por ultimo, la concentracion media mas alta la presentan las plantas en
periodo tardio, seguidas de las plantas en periodo temprano y con la concentracién
media mas baja las plantas en periodo medio al igual que sucede con las

concentraciones de cafeina (Figura 5).

Teobromina por chakra Teobromina por condicion de luz Teobromina por periodo de edad

ns
|

0s
|

s
1

04
1

0.4
|

04
1

Teobromina mglg hoja seca
Teobromina mgfg hoja seca
Teabramina mgf hoja secaf

-

on
|

on
|

oo
1

Chakra Condicion luz Periedo de edad

Figura 5: Graficos de caja de las concentraciones teobromina en muestras de llex guayusa.
Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024

De igual manera, al contrastar el efecto en la concentracion de teobromina en las
diferentes chakras con relacion a las condiciones de luz (Figura 6) podemos visualizar
un aumento aproximadamente en un 50% entre las condiciones de sombra con respecto
alaluz en la chakra de Alto Pano. Por el contrario, existe una interaccion en las chakras
de Talag y Alto Tena presentando una menor concentracién las plantas que se

encuentran en sombra con respecto a las plantas que se encuentran en luz.
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Grafico de efectos principales de la teobromina
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Figura 6: Gréficos de efectos principales en las concentraciones de teobromina entre las
diferentes chakras y las condiciones de luz.
Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024

Por otro lado, el efecto en la concentracion de teobromina al contraponer las diferentes
chakras con relacion a los periodos de edad (Figura 7) podemos visualizar un aumento
en la concentracién aproximadamente en un 20 a 40 % en el periodo tardio con respecto
a los periodos temprano y medio en las chakras de Talag y Alto Pano. Sin embargo, en
la chakra de Alto Tena la concentracion en el periodo temprano y tardio es superior en

un 50% con respecto al periodo medio.

Grafico de efectos principales de la teobromina
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Figura 7: Gréficos de efectos principales en las concentraciones de teobromina entre las
diferentes chakras y periodos de edad.
Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024
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De la misma manera, comparando el efecto entre las diferentes condiciones de luz y
edad en la concentracion de teobromina (Figura 8) podemos visualizar una mayor
concentracién en la sombra con respecto a la luz en los periodos de medio y tardio, sin
embargo, en el periodo temprano existe una mayor concentracion en la luz con respecto
a la sombra. Por otra parte, la concentracion en las plantas en sombra tiende aumentar
de acuerdo con la edad presentado en periodo tardio un aumento en la concentracion
de un 80% con respecto a los periodos temprano y medio, en cambio, en luz el
comportamiento no es igual ya que presenta una interaccion en las concentraciones de

los periodos temprano y tardio siendo ambos mayores aproximadamente en un 40%.

Grafico de efectos principales de la teobromina
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Figura 8: Graficos de efectos principales en las concentraciones de teobromina entre las
condiciones de luz y los diferentes periodos de edad.
Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024

Por Gltimo, los valores de las pruebas paramétricas para comprobar los supuestos del
ANOVA fueron correctos (Anexo 6), pero no fue posible determinar el efecto de las
diferentes ubicaciones en la concentracion de teofilina, sin embargo, se realizé un
ANOVA en la chakra de Alto Pano donde se logré cuantificar la concentracion en todas
sus muestras, pero no se encontrd una diferencia significativa (p< 0,05) entre las

diferentes condiciones de luz y edad (Tabla 7).
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Tabla 7. Andlisis de varianza (ANOVA, p< 0,05) con respecto al contenido de teofilina

df sum_sq | mean_sq | F PR(>F)

Condicién de luz 1.0 0.1110 0.1110 0.4861 0.5001

Periodo de edad 2.0 0.1947 0.0973 0.4263 0.6632

Condicion de luz:

Periodo de edad 2.0 0.4790 0.2395 1.0485 0.3829
NaN (Not NaN

Residual 11.0 2.5125 0.2284 a (Not a
Number)  Number)

Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024

Caracterizacion de metabolitos en muestras de llex guayusa

Se encontraron 7 metabolitos en total con nivel 2 de identificaciéon (Anexo 4), 2
metabolitos con nivel 1 de identificacién (Anexo 5) y 3 metabolitos con la identificacién
in silico (Anexo 6). Se verifico la deteccion de masa a través de los estandares con una
concentracion de 200 pg/L (Tabla 8). Ademas, se comprobd la coincidencia de
fragmentos de todos los metabolitos identificados en nivel 2 en conjunto con su
respectivo Cromatograma de iones extraidos (EIC por sus siglas en inglés) superior a
300 unidades de intensidad. La cafeina fue identificada en todos los tipos de
identificacién (nivel 1 y 2, identificacion in silico), por otra parte, la teobromina solo fue
identificada en nivel 1 e in silico (Tabla 9). Por ultimo, la teofilina no logré ser identificada

por software debido a su bajo limite de deteccion.

Tabla 8. Estdndares de las principales metilxantinas para la identificacion

) _ Masa Mono-isotépica | Masa detectada
Estandar RT (min) ppm
(m/z) (m/z)
Cafeina 3.47 195.087659 195.0888 5.8486
Teobromina |2.75 181.072004 181.0739 10.4709
Teofilina 3.02 181.072004 181.0735 8.2619

Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024

Una vez realizada la lectura de los estdndares y una vez establecida la sensibilidad del
espectrometro de masas el cual arrojé un error de menos de 10 ppm, se procedi6 a la

identificacion. En esta se lograron identificar un aceto-acido (acido p-

hidroxifenilpiravico), un &cido hidroxicinamico (acido cafeico) y un acido salicilico (4cido
cresotinico). Ademas, se identifico un sesquiterpeno (alismol), una amina aromatica (N-

fenil-1-naftalenamina) y un alcaloide tropano (atropina). Las metilxantinas identificadas
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fueron la cafeina y la teobromina, por otro lado, se identifico in silico el &cido metiltrico

(metil-liberina/teacrina) que conjunto con las metilxantinas son alcaloides de purina

(Tabla 9).

Tabla 9. Metabolitos con nivel 1y 2 de identificaciéon, ademas, de metabolitos encontrados

in sillico.
Masa Masa
_ RT experimental | experimental
Metabolito Férmula _ ppm
(min.) | (mz) (mz)
[M-H]+MS2 | [M-H] + MS1
Metabolitos identificados con nivel 2
Cafeina CsgHi10N4O2 | 3.45 | 195.0747 195.0898 10.9745
Acido p-
_ S CoHsO4 2.97 | 163.0275 181.0514 10.3397
hidroxifenilpirtvico
Alismol Cis5H240 9.46 | 203.1648 221.192 9.1098
N-fenil-1-
_ CisHisN 9.26 | 220.0968 220.1132 5.1201
naftalenamina
Atropina Ci17H23NO3 | 3.75 | 290.1527 290.1754 1.1648
Acido cafeico CoHgOq4 2.98 | 163.0272 181.0506 5.9210
Acido cresotinico CsHsO3 9.35 | 135.0344 153.056 8.9902
Metabolitos identificados con nivel 1
Teobromina C7/HsN4O2 | 2.75 | 181.0733 181.0733 7.1573
Cafeina CgH1oN4O2 | 3.47 | 195.098 195.098 11.9997
Metabolitos identificados in silico
Teobromina C/HsN4O, | 2.75 | 181.0733 181.0733 7.1573
Cafeina CsH10N4O2 | 3.47 | 195.098 195.098 11.9997
Metil-liberina
) CoH12N4O3 | 3.24 | 225.0922 225.0929 23.6252
[Teacrina

Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

Cuantificacion de metilxantinas por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC-UV-vis)

Durante la cuantificacion se encontré una concentracion de cafeina del 2.48 % al 4.7%
y una concentracion de teobromina del 0.003% y 0.77% en las muestras estudiadas.
Estas concentraciones son similares a las encontradas por Lewis et al. (1991) [6] en
hojas de llex guayusa, con una concentracion del 1.73% al 3.48% de cafeina y 0.02%
al 0.12% de teobromina, sin embargo, en su estudio no se logro cuantificar teofilina. Por
otra parte, Negrin et al (2019) [7] en su estudio encontr6 en llex guayusa una
concentraciéon del 1.91% al 2.62% de cafeina y 0.008% al 0.025% de teobromina, sobre
todo, utilizando algunos métodos de separacidon y concentracion logro cuantificar
teofilina en una concentracion de 0.002 a 0.005 MQ@/ghoja seca Mucho menores a las

encontradas en este estudio que rondan de 0.076 a 1.67 Mg/Qnojaseca (Tabla 4).

Analisis estadistico

Mediante el analisis de varianza (Anova) se encontr6 una diferencia significativa (p<
0,05) entre las condiciones de luz (+) y sombra (-) en las concentraciones de cafeina
(Tabla 5) siendo mayores en las de plantas en sombra (Figura 1). De la misma manera,
Riachi et al. (2018) [2] en su ensayos realizados en llex paraguariensis con el fin de
conocer el efecto de la intensidad de luz encontr6 de la misma manera una diferencia
significativa (p< 0,05) entre las condiciones de luz y sombra siendo las plantas en
sombra las que presentaban una mayor concentracién de cafeina. Sin embargo, el
grafico de efectos principales entre las chakras y las condiciones de sombra (Figura 2)
muestra que el efecto de las condiciones de luz no es constante en todas las chakras,
es decir, no en todas las chakras estudiadas la mayor concentracion de cafeina se
encontraba en las plantas en sombra. De igual forma, el grafico de efectos principales
entre las condiciones de sombra y los periodos de edad (Figura 4) muestra
concentraciones mayores en sombra que disminuyen conforme se acercan a la
condicion de luz, no obstante, en el periodo medio que comprende de 4 a 6 afios (0),
gue es por lo general el tiempo donde los agricultores mas suelen cosechar este arbol

[8], no presenta una variacion significativa entre las condiciones de luz.
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Por el contrario, no se encontr6 diferencia (p< 0,05) entre las condiciones de luz (+) y
sombra (-) en las concentraciones de teobromina (Tabla 6), ahora bien, las plantas en
sombra presentan las concentraciones mas altas de teobromina (Figura 5) de la misma
manera que ocurre con la cafeina. Por otro lado, Coelho et al. (2007) [9] encontrd en
sus experimentos para determinar el efecto de la intensidad de la luz sobre el contenido
de metilxantina en llex paraguariensis que el contenido de teobromina presenta una
diferencia significativa (p< 0,05) en condiciones de extrema sombra (5% de la luz solar),
sin embargo, en una sombra natural intermedia (41% de la luz solar) no existia un
diferencia significativa (p< 0,05) pero si existia una mayor concentracion en las plantas
en sombra. En cambio, el grafico de efectos principales entre las chakras y las
condiciones de sombra (Figura 6) muestra que en solo una chakra (B) la concentracion
de teobromina es superior en sombra, no obstante, las otras chakras analizadas (Ay C)
la concentracién de teobromina no es superior en sombra con respecto a las plantas en
luz. Ademas, las concentraciones de teobromina son mayores en la sombra y
disminuyen en la luz en los periodos de edad media (1) y tardia (2), por el contrario, la
concentracion de teobromina en el periodo temprano (0) donde la concentracion es mas

alta en luz con respecto a la sombra.

De esta forma, las concentraciones de metilxantinas (cafeina y teobromina) tiende a
aumentar en plantas que se encuentran en sombras. Es mas, este comportamiento
puede hacer referencia a la teoria del carbono/nutrientes que propone un aumento en
compuestos de defensa que contienen nitrégeno (alcaloides, glucésidos cianogénicos,
entre otros) como respuesta al estrés del carbono producido por la reduccion de luz [9].
De igual manera, puede hacer referencia a la teoria de la defensa que manifiesta que la
produccion de metilxantinas esta ligada a la accion de defensa en contra de animales
herbivoros, insectos y microorganismos, a su vez, puede hacer referencia a la teoria
alopética que proclama la produccién de metilxantinas como una accién defensiva
contra plantas que no produzcan estos compuestos por competencia de espacio, luz 'y
nutrientes [10].En este sentido, podemos intuir que el aumento de la concentraciéon en
sombra puede ser el efecto del estrés generado por la reduccién de luz y la competencia
por esta con otras especies, sumado al aumento de plagas en estas condiciones

obligando a la planta a generar compuesto de defensa para garantizar su supervivencia.

26



Ademads, se encontré una diferencia significativa (p< 0,05) entre los diferentes periodos
de edad con respecto a las concentraciones de cafeina (Tabla 5) y teobromina (Tabla
6), siendo las mayores concentraciones de cafeina en el periodo tardio (2) (Figura 1) y
ligeramente mayores las concentraciones de teobromina en el periodo temprano las
concentraciones de teobromina (Figura 5). No obstante, las concentraciones de cafeina
del periodo temprano son mayores a las del periodo medio, sin embargo, este
comportamiento no es constante en todas las chakras; superando en la chakra de Alto
Tena (C) las concentraciones en el periodo medio (Figura 3). Por otro lado, la
teobromina presenta un comportamiento igual en las chakras de Talag (A) y Alto Pano
(B) aumentado conforme la edad, en cambio, en la chakra de Alto Tena las
concentraciones en el periodo temprano (0) y tardio (2) son similares y ambas son

superiores a las concentraciones del periodo medio (1).

La influencia de la edad en la concentracién de metabolitos secundarios en llex guayusa
aun no ha sido demostrado, sin embargo, en otras plantas del género llex se ha
evaluado la edad foliar de la planta [11,12]. No obstante, se ha demostrado por varios
autores para diferentes especies la influencia de la edad en el contenido de metabolitos
[13-16]. En este sentido, Bowers & Stamp (1993) [13] en su estudio de efectos relativos
de la edad de la hoja, la edad de la planta, en genotipo de la planta, y la herbivoria en
la quimica defensiva de P.lanceolata, manifiesta que la edad de la plata y de la hoja
tiene un mayor impacto en la quimica defensiva. De igual manera, Hoft et al. (1998) [16],
en su analisis del contenido de alcaloides foliares de Tabernaemontana pachysiphonin
influenciado por factores endégenos y ambientales en el habitat natural, expresa que
los alcaloides presentes en las hojas de arboles de entre 1 a 3 afios y de 3 a 5 afios
gue crecian bajo las mismas condiciones de luz presentan en general un contenido
ligeramente menor de metabolitos. Ademas, cabe recalcar que se ha descrito las
posibles relaciones entre la edad de la planta y la produccién de metabolitos de defensa,
sin embargo, no existe una conclusién que se aplique a todas las especies vegetales
[11].

Igualmente, se encontr6 una diferencia significativa (p< 0,05) entre las diferentes
chakras estudiadas en las concentraciones de cafeina (Tabla 5) y teobromina (Tabla
6). No obstante, la variacion en las diferentes concentraciones de cafeina (Figura 1) no
es tan notoria como lo es en las concentraciones de teobromina (Figura 5). Ademas, se
visualizé que la chakra causaba un efecto considerable en el comportamiento de las

metilxantinas (cafeina y teobromina) con respecto a las condiciones de luz (Figura 2y
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6) y los diferentes periodos de edad (Figura 3y 7). En este sentido, el efecto resultante
en las diferentes chakras se ve influenciado por innumerables variables entorno al
cultivo de guayusa, es mas, estas variables incluyen la ubicacién geografica, las
precipitaciones, la temperatura, la elevacion, la exposicion al sol, la composicién del
suelo y otras muchas mas [17]. Adhikari, et al. (2022) [18], en su estudio sobre Influencia
de la altitud en los metabolitos secundarios, antioxidantes y actividades antimicrobianas
del tejo del Himalaya (Taxus wallichiana), describe que la altura en la que se desarrolla
la especie influye en la producciéon de metabolitos, encontrado que a mayor altura las
plantas tienen a priorizar la produccién de metabolitos secundarios en respuesta al
estrés abidtico. De esta manera, las chakras estudiadas estan ubicadas a diferentes
alturas como se describié en un inicio, es asi que, podemos intuir que la chakra de Alto
Pano (B) y Alto Tena (C) priorizan la produccion de metabolitos secundarios y es por
€s0 que estan presentan una mayor concentracion de metilxantinas que la chakra de
Talag (A) que se encuentra a menor altura (Figura 1 y 5). Ahora bien, la densidad
vegetal también es diferente en las chakras y la cantidad de especies vegetales con las
gue compite, como las separacion de cada arbol pueden influir en la produccion de
metabolitos [19]. Es asi, que cabe recalcar la teoria alopéatica que proclama la
produccion de metilxantinas como una accién defensiva contra plantas que no
produzcan estos compuestos [10], en base a esto podriamos intuir que las menores
concentraciones (Figura 1y 5) también se encuentran en la chakra de Talag (A), ya que
en su parcela interactia Unicamente con otros ejemplares de llex guayusa a diferencia

de las otras chakras estudiadas que interactlian con otras especies.

Caracterizacion de metabolitos en muestras de llex guayusa

Se identificaron un total de 9 metabolitos por UPLC-MS/MS. En este sentido, se
identificé al acido p-hidroxifenilpiravico el cual ha sido reportado en varias especies de
plantas [20-24], sin embargo, no se tiene reporte en el género llex aunque se sabe que
este compuesto se encuentra en los cloroplastos de muchas especies de plantas y es
un precursor importante en la biosintesis de tocoferoles [25]. Es asi, los tocoferoles ya
se han identificado en llex guayusa [26], por afadidura, el &cido p-hidroxifenilpiravico y
los tocoferoles funcionan como respuesta de las plantas al estrés ocasionado por luz de
alta intensidad [25,27]. Por otro lado, el &cido cresotinico ha sido reportado en algunas
especies de plantas [28—-30] pero no se ha reportado en plantas del género llex, sin
embargo, forma parte de los acidos salicilicos que ya han sido reportados en varias

especies de plantas en las que se usan sus hojas en infusiones o tés incluyendo llex
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guayusa, es mas, estos compuestos son considerados reguladores de expresion de
genes de compuestos que son controlados por la intensidad de luz como por ejemplo
la teanina [31]. Asi mismo, el acido cafeico es uno de los mas identificados en llex
guayusa y que esté ligado a la actividad antioxidante y antinflamatoria encontrada en
guayusa [26,32—-34].

Anélogamente, se identificd alismol que es un sesquiterpeno que conjunto a otros
terpenos los cuales ya se han identificado en llex guayusa [26], es mas, los
sesquiterpenos y otros compuestos de las plantas medicinales ecuatorianas han atraido
un gran interés por su gran potencial en productos para diferentes propdsitos y
aplicaciones [35]. La N-fenil-1-naftalenamina no ha sido reportada en plantas del género
llex pero ha sido reportada en otras especies de plantas [36—38], incluso, se conoce de
la actividad antioxidante de esta molécula por simulaciones moleculares [39]. Ademas,
se identificé atropina que es un compuesto ya identificado en plantas del género llex
[40,41] incluso se ha detectado en muestras de llex paraguariensis, no obstante, se
cree que este compuesto no es propio de esta planta sino que esta ha sido transferida
por el suelo a la planta [42], ya que la atropina es mas comunmente encontrada en

plantas de la familia de las Solanaceae [43].

Por otra parte, se identificé cafeina y teobromina que son algunos de los compuestos
gue mas se han encontrado en llex guayusa [7,8,33,34,44-48], de hecho, estos
compuestos son los que han generado un gran atractivo hacia esta planta ya que su alto
contenido de cafeina puede favorecer a la generacion de nuevos productos [4,49]. De
igual manera, se identificé in silico Metil-liberina y Teacrina en un mismo Cromatograma
de corriente idnica total (TIC), ya que ambos comparten el mismo peso molecular, sin
embargo, Negrin et al., (2019) [7], en su estudio realizado en plantas de la especie llex
no logré cuantificar Teacrina en muestras de llex guayusa. Es asi que podemos intuir
que la identificacién corresponde a la Metil-liberina. Especificamente, la Metil-liberina
y Teacrina son 4cidos metil Uricos y estos estan ligados a la biosintesis y catabolismo

de las metilxantinas [10,50].

Agregado a lo anterior, se encontr6 que las moléculas de alismol, N-fenil-1-

naftalenamina, atropina, acido cresotinico tienden a tener una abundancia relativa

similar en todas las muestras, sin embargo, el acido p-hidroxifenilpirGvico tiene una

abundancia relativa mayor en las muestras de los periodos temprano (0) y medio (1).

Por otra parte, las moléculas como el &cido cafeico, cafeina, teobromina y metil-liberina

tienen a tener una mayor abundancia relativa en las muestras de plantas que crecen en
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sombra (-) y que se encuentran en el periodo tardio (2). De igual forma, la chakra de
Alto Pano (B) presenta una mayor abundancia relativa en general de los compuestos

identificados, asi como las mayores concentraciones de metilxantinas cuantificadas.

Por ultimo, la teofilina fue detectada y cuantificada por HPLC UV-vis en las muestras de
Alto Pano (B) y en algunas muestras de las otras chakras, sin embargo, en la
combinacion de las muestras para la identificacion por UPLC-MS/MS no fue detectada.
En este sentido, la concentracién del metabolito afectd la identificacion por LC-MS ya
que el equipo tiene una interfaz de lonizacion por electropulverizacién (ESI por sus
siglas en inglés), este tiene la caracteristica de comportarse como un dispositivo
concentracion-dependiente, pues la respuesta es directamente proporcional a la
concentraciéon del metabolito que entra en la fuente [51]. De esta manera, la plataforma
LC-ESI tiende a favorecer la deteccibn de metabolitos que se encuentran en
concentraciones relativamente altas [52], por esta razon, al combinar las muestras se

redujo la concentracién de teofilina y no logro ser detectada.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se cuantificd cafeina y teobromina en todas las muestras estudiadas, siendo la cafeina
la metilxantina que se encuentra en mayor abundancia en las hojas de llex guayusa, sin
embargo, no se logro cuantificar teofilina en todas las muestras estudiadas. Por otra
parte, los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) mostraron diferencias
significativas (p< 0,05) en las condiciones de luz, edad y ubicacion en las
concentraciones de cafeina y teobromina. Teniendo una mayor concentracion las
plantas que se encontraban en sombra y las plantas que tenian una mayor edad,
ademas de mostrar un aumento o disminucién segun la ubicacion, es decir a mayor
altitud (chakra Alto Pano) mostraba un aumento significativo en la produccién de

metilxantinas.

Los graficos de efectos principales mostraron una estrecha relacion entre las variables
afectando a la produccién de metilxantinas, mostrando asi que la produccion de
metabolitos se ve afectada en mayor medida por la accidén en conjunto de las variables
que el efecto individual de cada una de ellas ya que en los gréaficos de efectos principales
existen interacciones entre los factores demostrando que no son independientes el uno
del otro. Ademas, se identificaron un total de 9 metabolitos por UPLC-MS/MS, entre
estos se identificaron 2 metilxantinas ya conocidas y cuantificadas (cafeina y
teobromina), sin embargo, mediante identificacion in silico se identificé metil-liberina que
es un acido metil arico, compuestos que guardan una estrecha relacion con la

biosintesis y catabolismo de las metilxantinas.

En conclusion, se determind que las condiciones de luz, edad y ubicacién alteran la
produccion de metilxantinas en las hojas de llex guayusa. De esta manera, las
condiciones de sombra, una mayor edad de la planta y una correcta ubicacion e
interaccidn con otras especies promueve la produccion de estos metabolitos. En este
sentido, comprender como afectan los factores ambientales a la produccion de
metabolitos no solo mejora la comprensién en torno a la guayusa, sino también,
garantizan una mayor cantidad de estos compuestos dando asi un valor agregado a
estos productos ayudando asi a la conservacion de estos sistemas agroforestales

indigenas amigables con el medio ambiente.
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Recomendaciones

Al momento de la identificacion, el contenido alto de cafeina dificulto la identificacion de
otros metabolitos que se encuentran en menor concentracion, no obstante, al querer
realizar una identificacion de metilxantinas y compuestos afines no es posible realizar
una extraccion de cafeina o disminuir la concentracion en las muestras por el riesgo de
extraer compuestos afines a esta o disminuir a su vez la concentraciéon de los mismos.
Teniendo en cuenta esto, se recomienda que en un trabajo de identificacion de
metabolitos en guayusa no centrado en metilxantinas se empleé una metodologia que
disminuya el contenido de cafeina o que a su vez aumente o favorezca la concentracion

de otros compuestos de interés.
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ANEXOS

Anexo 1. Imagen satelital de la chakra de Talag con coordenadas 1°04'59.5"S
77°53'24.6"W perteneciente a la agricultora Lupita Grefa

Leyenda

Camino —
Ilex guayusa o
Chakra Talag
Rio Jatunyacu [}

Chakra Talag
Agricultora Lupita Grefa
Coordenadas
1°04'59.5"S
77°53'24.6"W
Aprox 10.309,032 m2

Realizado por: Fernandez, Maféo; 2024

Anexo 2. Imagen satelital de la chakra de Alto Pano con coordenadas 1°00'08"S
77°53'36"W perteneciente a la agricultora Ibeth Andy

Chakra Alto Pano
Agricultora Ibeth Andy
Coordenadas
1°00'08"S
77°53'36"W
Aprox 9 930,32 m2

Leyenda

Ilex guayusa .
Chakra Alto Pano |

Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024



Anexo 3. Imagen satelital de la chakra de Alto Tena con coordenadas 0°56'21.4"S
77°52'31.1"W perteneciente a la agricultora Carola Grefa

Chakra Alto Tena
Agricultora Carola Grefa
Coordenadas
0°56'21.4"S
77°52'31.1"W
Aprox 8 965,30 m2

Leyenda

chakra Alto Tena |
Ilex guayusa L]
Rio Pashimbi

Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024

Anexo 4. Identificacion de nivel 2 mediante la Global Natural Products Social
Molecular Networking.
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Anexo 5. Identificacion de nivel 1 mediante estandares de cafeina y teobromina en el
Cromatograma de iones extraidos (EIC, por sus siglas en inglés)
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Anexo 6. Identificacion mediante la herramienta de fragmentacion in silico UNIFI
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Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024

Anexo 7. Valores de los supuestos del andlisis de la varianza (ANOVA)

Shapiro—Wilk test

Levene test

Durbin-Watson
Test

Cafeina 0.854

0.8618

2.8183

Teobromina 0.766

0.379

2.4576

Teofilina 0.172

0.8843

2.7472

Realizado por: Fernandez, Mateo; 2024







