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RESUMEN: Jlex guayusa Loes es una planta doméstica con un amplio uso histdrico con distribucién en el amazonas. Son pocos
los estudios quimicos y farmacoloégicos para esta especie, destacindose la presencia de cafeina. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar el perfil quimico de extractos polares de Ilex guayusa Loes y evaluar la actividad antiviral HSV-1. Para esto, se
buscé analizar la composicion de diferentes extractos mediante técnicas cromatograficas y electroforéticas. En consecuencia,
los extractos se elaboraron a partir de hojas de . guayusa, simulando preparaciones de uso tradicional. Estos se analizaron
mediante diversas técnicas analiticas, como HPTLC, UPLC-DAD, UPLC-MS-QTOF y CE-DAD. Por estas técnicas se pudo deter-
minar los perfiles cromatograficos de diferentes clases de metabolitos y se corroboro la presencia de cafeina como compuesto
mayoritario. Se identificaron de los acidos cafeico y clorogénico. Adicionalmente, se detectaron picos cuyas masas son cohe-
rentes con saponinas (m/z 809, 989 y 1019). El contenido de cafeina en los diferentes extractos fue cuantificado por dos
técnicas, UPLC-DAD y CE-DAD. El extracto con mayor concentracidn de cafeina fue el M2072, con 86,41-89,80 pg/mL de ex-
tracto. Adicionalmente, se evalu6 la actividad antiviral de los extractos frente a Herpes Simplex Virus tipo 1, cepas KOS y 29-R
en ensayos de reduccion de placas. Se obtuvo que el extracto M2072 fue el mas activo para ambas cepas (ICs0=128,7ug/mLy
91,08pg/mL, respectivamente). También, se destaca el extracto obtenido por infusién acuosa (1:10), con un indice de selec-

tividad frente a la cepa 29-R, con un valor de [S=29,9.

INTRODUCCION

El conocimiento ancestral ha sido utilizado en el tratamiento de
multiples enfermedades y recientemente como punto de par-
tida para proponer productos naturales con bioactividades es-
pecificas. En paises donde se da gran valor al conocimiento tra-
dicional como China, Ecuador, Brasil, India, México, Pert y Co-
lombia, se conoce la utilizacién de tanto plantas como animales
(insectos) para el tratamiento de diferentes patologias asocia-
das a microorganismos 1-4. [gualmente se sabe de una gran di-
versidad de familias vegetales empleadas en la medicina tradi-
cional entre las que sobresalen las familias Aquifoliaceae, Aste-

raceae, Fabaceae, y Solanaceae en paises neotropicales andinos
12,

Una de esas familias con amplia distribucién y utilizacién de
modo popular es la familia Aquifoliaceae, constituida el género
Ilex con un amplio uso reportado 4-11. Este género esta consti-
tuido por alrededor de 600 especies siendo estas de porte ar-
béreo o arbustivo, con hojas perennes y flores pequefias. Entre
las especies de mayor destaque para el género esta Ilex para-
guariensis (Mate), I. vomitoria (Yaupon) e I. guayusa (Guayusa)
especies ampliamente empleadas tradicionalmente como be-
bida caliente similar a un té. Siendo I. paraguariensis una espe-
cie ampliamente conocida y empleada como bebida tradicional
en el sur de América del Sur, Ademas de presentar diversos es-
tudios quimicos y farmacolégicos 12-15,

En Colombia se encuentran descritas alrededor de 40 especies
de Ilex distribuidas en todo el pais, varias con un uso tradicional

asociado por parte de comunidades indigenas de la amazonia 'y
campesinos en los diferentes departamentos donde se distri-
buye, con destaque para I. guayusa 1617, La especie I. guayusa
viene siendo domesticada desde hace 1500 afios en comunida-
des indigenas de la amazonia. Los indigenas la emplean junto
con la ayahuasa para darle un mejor sabor ala bebida y en otras
comunidades la emplean como una bebida para unir a la familia
y comenzar el dia dejando la preparacion en manos de las mu-
jeres de la aldea 18-21, Adicional a esto, en la medicina tradicio-
nal se emplea como: estimulante del sistema nervioso y mus-
cular, como digestivo y diurético. Ademas, la infusién de las ho-
jas es utilizada en el tratamiento de infecciones bacterianas y
en la preparacién de lavados bucales 522-24,

En la literatura, son pocos los estudios farmacolégicos y quimi-
cos reportados para I. guayusa, destacandose algunos estudios
en actividad antioxidantes y algunos compuestos fendlicos 25-
27, Otros estudios reportan un alto contenido en cafeina, algu-
nos derivados del acido cafeoilquinico como el 4cido clorogé-
nico, ademas de taninos, terpenos y flavonoides.

Adicional a lo anterior, en el género se han reportado varios ti-
pos de saponinas triterpénicas usualmente constituidas por tri-
terpenos como el acido ursélico y acido oleandlico, sin em-
bargo, se reportan mas triterpenos como constituyentes de
este tipo de moléculas. Entre las saponinas triterpenicas mas
conocidas para el género podemos encontrar: ilekudinosidos
en I kudingcha , ilexidos aislado de varias especies como . cor-
nuta, I. integra e I. crenata, ilexsaponinas B1, B2 y B3 de I pu-
bescens, dumosaponina obtenido de I. dumosa, latifoliosidos
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aislados de I latifolia, pedunculosidos obtenidos de varias es-
pecies de Ilex, entre esas: L rotunda, 1. purpurea. I. oldhami e I.
pedunculosa y multiples matesaponinas en I. paraguariensis
por nombrar algunas 4681128-31, Por otro lado, para I guayusa
no son completos los reportes de saponinas, desconociéndose
asi su estructura quimica y composicién en I. guayusa. Tan solo
se describe la presencia por medio de marcha fitoquimica de
un extracto etanélico por Gamboa y colaboradores en 2018 2732
y més recientemente, una identificacién tentativa por medio de
LC-MS por Negrin y colaboradores en 201933,

Los datos aqui presentados los resultados mas relevantes ob-
tenidos durante el desarrollo del trabajo de grado de maestria
del autor principal bajo el proyecto titulado: “Evaluacién de la
composicién quimica y potencial antimicrobiano de hojas de Ilex
guayusa sobre microorganismos de importancia en periodontitis
crénica y caries dental”, teniendo en cuenta que el proyecto se
encuentra en proceso de realizacion.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: Hojas secas y molidas de Ilex guayusa Loes.
se adquirieron de la Finca San Pablo, en la Vereda Brasil (Viot3,
Cundinamarca). Finca que ha producido durante afios I gua-
yusa con fines comerciales (Mogambo Ltda. Sendero Ambien-
tal, Saberes y Sabores de la Naturaleza; NIT: 900.208.036-4).
Una muestra esta depositada en el Herbario de la Pontificia
Universidad Javeriana (Voucher No 527191). En este momento,
se encuentra en tramite el Contrato de Acceso a Recursos Ge-
néticos.

Equipos y reactivos: Para los analisis de capa delgada de alta
eficiencia, se empleé un HPTLC Camag® acoplado a los médu-
los de: aplicador de muestra automatico TLC sampler4, camara
de desarrollo ADC2, camara de derivatizacién y visualizador de
placas TLC visualizar 2, empleando el software VisionCats. Los
analisis de cromatografia liquida de ultra eficiencia se realiza-
ron en un equipo UPLC Acquity H-Class Waters® con bomba
cuaternaria. Los andlisis electroforéticos se realizaron en un
equipo Agilent® CE 7100 con detector por arreglo de diodo
(DAD). Los analisis de cromatografia liquida acoplado a masas
de alta resolucién se realizaron en un equipo Nexera UHPLC
con detector con arreglo de diodo (DAD), acoplado a un espec-
trémetro de masas Q-TOF LCMS 9030 Shimadzu Scientific ins-
truments® (Maryland, EE. UU.). Los analisis de electroforesis
capilar se realizaron en un equipo Agilent 7100 CE. Para eva-
luar los contenidos de cafeina en las diferentes preparaciones
fueron cuantificados por el método del estandar externo, utili-
zando cafeina (Sigma-Aldrich®) como patrén, otros patrones
empleados para otros analisis fueron: acido clorogénico, acido
cafeico, acido galico, teobromina y teofilina (Sigma-Aldrich®).
Los solventes grado analitico como metanol, acetato de etilo,
acido férmico, acido acético, etanol butanol y diclorometano
mareca J.T. Baker fueron empleados en los analisis en cromato-
grafia de capa delgada de alta eficiencia, en el caso de emplear
agua se us6 agua destilada tanto para las cromatografias en
capa delgada como para la preparacién de extractos. Para los
analisis en EC y UPLC se emplearon solventes como acido for-
mico y acetonitrilo grado HPLC marca Merck y agua desioni-
zada.

Preparacion de extractos: Con el fin de simular las prepara-
ciones populares para esta especie 233435, se prepararon ex-

tractos segun descritos en la Tabla 1. Adicionalmente, se pre-
pararon dos extractos de I. paraguariensis para realizar analisis
comparativos en cuanto a la composiciéon quimica entre estas
dos especies.

Tabla 1: Condiciones extractivas empleadas para I. guayusa e I. para-

guariensis
Planta Tipo de Planta: Tiempode  Nombre
extracto solvente  prepara- del ex-
cion tracto
Ilex guayusa Decoc- 1:10 10 min D 1:10
cién
1:150 10 min D1:150
Infusién 1:10 10 min 11:10
1:150 10 min 11:150
Macera- 1:10 72h M4072
cion
1:10 9 dias* M409
1:10 9 dias* M209
1:10 72h M2072
1:10 48h Etandlico
L. paraguarien- | Infusién 1:10 10 min PI1:10
sis
Macera- 1:10 72h PM2072
cién

*se realiz6 cambio de solvente cada 72h.

A los extractos hidroalcohélicos y etanodlico se les eliminé el
etanol en un equipo rotaevaporador a 120mBar a 40°C. El agua
restante de los extractos hidroalcohdlicos, asi como los extrac-
tos crudos acuosos, se congelaron y liofilizaron. Se realiz6 una
extraccion total de cafeina en Soxhlet con diclorometano a
40°C, cambiando el solvente cada 12h hasta extraer totalmente
la cafeina, esto se verifico por seguimiento cromatografico en
capa delgada luego de cada ciclo de extraccidn.

Fraccionamiento liquido-liquido: Se disolvieron 2,5g del ex-
tracto M2072 en 500ml de agua destilada. En un embudo de se-
paracion se agreg6 la solucion de extracto y 200 ml de acetato
de etilo, se mezcld y dejo reposar hasta formar dos fases, se co-
lecto la fase de acetato de etilo y a la fase acuosa se le agregaron
otros 200ml de acetato de etilo, nuevamente se mezcl6 y dejo
reposar hasta obtener ambas fases y nuevamente se colecto la
fase de acetato de etilo, a la fase acuosa se le repiti6 el procedi-
miento una tercera vez. Los 600ml de acetato de etilo obtenidos
de la separacidn se rotaevaporaron y llevaron a sequedad para
obtener la fraccion de acetato de etilo. Se realizé el mismo pro-
cedimiento con butanol tres veces para un total de 600ml de
fraccién butandlica, la cual, se rotaevaporo y llevo a sequedad.
La fraccién acuosa se conservd en congelacién y posterior-
mente se liofilizo.

Analisis por Cromatografia en Capa Delgada de alta efi-
ciencia (HTLC): Anélisis de los perfiles de los extractos se rea-
lizaron en placas de Silica-gel SiliCycle® con soporte de alumi-
nio e indicador de fluorescencia F-254, para observar los prin-
cipales grupos de metabolitos presentes en I. guayusa. Para sa-
poninas y polifenoles, se empled como fases moéviles: buta-
nol:acido acético:agua (6:1:2) y acetato de etilo:acido acético:
acido férmico: agua (10:1,6:0,6:2,6) 143637, Parala deteccién de
saponinas se emple6 anisaldehido-sulftirico como revelador,
con visualizacién en luz visible; y para polifenoles se empled
Reactivo natural (2-aminoetil difenilborinato) con visualiza-
cion bajo luz UV 360nm. Para metilxantinas, se utilizé6 como
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fase movil acetato de etilo:metanol:agua (5:0,5:0,4), y para la
deteccion se observo la placa bajo luz UV 254nm.

Los analisis de los perfiles de los diferentes extractos se elabo-
raron teniendo en cuenta los ensayos realizados previamente
por TLC. Por lo cual, se decidi6 realizar tres placas para la de-
terminacidn de las mismas clases de metabolitos descritos pre-
viamente, con sus respectivas fases mdviles. Para metilxanti-
nas, se utilizé un estandar comercial de cafeina y para polifeno-
les (especificamente acidos fendlicos, se emplearon tres patro-
nes comerciales: 4cido clorogénico, cido cafeico y acido galico)
143637, Para la deteccion y visualizacidn, se utilizaron los mis-
mos reactivos y condiciones descritas en el item anterior. Las
muestras analizadas fueron solubilizadas en metanol
HPLC:agua tipo I (1:1, v/v) a una concentracién de 5 mg/mlL,
sonicadas por 10 min y filtradas en membrana PTFE de 0.22
um El volumen de aplicaciéon fue de 25 pL, en modo
banda/spray. 37.

Analisis por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiencia con
deteccion por arreglo de diodos (UPLC-DAD): Para los ana-
lisis se emple6 una columna de fase reversa (C18) Phenome-
nex® Kinetex 2.6pm de 100x2.1mm. Las condiciones cromato-
graficas empleadas para los andlisis fueron: temperatura a
25°C y un flujo de 0,4 mL/min empleando un gradiente de fase
movil compuesto por acetonitrilo y acido formico 0,1% en
agua. El cromatograma se obtuvo a las longitudes de onda
270nm y 320nm. Los espectros DAD fueron obtenidos en el
rango de 200 a 400 nm. Las muestras analizadas fueron solubi-
lizadas en metanol HPLC:agua tipo I (1:1, v/v), sonicadas por
10 min y filtradas en membrana PTFE de 0.22 pum. Los picos
fueron caracterizados por comparacién de sus tiempos de re-
tencion y espectro UV-Vis con estadndares, y adicionalmente,
por co-inyeccién de las muestras con los estandares.

Analisis cromatograficos en UPLC-MS-QTOF: Se empled la
misma columna de fase reversa (C18) Phenomenex® Kinetex
2.6um de 100x2.1mm descrita previamente. Los andlisis se rea-
lizaron empleando las condiciones previamente descritas y
también un gradiente de fase movil establecido para separa-
cién y visualizacién de saponinas y polifenoles, compuesto por
acetonitrilo grado LC-MS y acido férmico 0,1% en agua, ajus-
tando la metodologia previamente descrita y las propuestas
por las referencias 3338, 3 uL de extracto fueron inyectados para
los andlisis a 30°C y a un flujo de 0,4 mL/min. Las muestras ana-
lizadas fueron solubilizadas en metanol LC-MS:agua tipo I (1:1,
v/v), a una concentracién de 3 mg/mL, sonicadas por 10 miny
filtradas en membrana PTFE de 0.22 pm. La obtencién de los
cromatogramas por UV se realizé a 210 nm para saponinas y
320 nm para polifenoles. El espectrometro de masas se opero
en modo negativo y positivo, con ionizacidon por eletrospray
(ESI) y los datos fueron adquiridos entre 100-2000 de masa
atémica. Las condiciones del capilar fueron: voltaje del capilar
+3KkV, voltaje del cono de muestra 33kV, temperatura de secado
250°C, el gas de nebulizacion fue nitrégeno con 350 L/h, el gas
colision fue argén a 50L/h, la energia de colisién correspondio
a 2,5eV. Los datos fueron procesaron con el software Lab Solu-
tions Shimadzu Scientific instruments®.

Anadlisis por Electroforesis Capilar: Se utilizé un capilar de
silica fundida revestido con poliamida con dimensiones de 48,5
cm de longitud total, 50 um de didmetro interno, con distancia

efectiva de separacion de 40 cm. Se emple6 una metodologia de
tipo Cromatografia Electrocinética Micelar (MEKC) para la se-
paracién de las moléculas de interés, con base en metodologia
previamente descrita por Meinhart y colaboradores (2010)39,
con modificaciones: como el electrolito de corrida (BGE) se em-
pleé una solucién de tetraborato de sodio 10mM, dodecilsul-
fato de sodio 50mM y 5% de acetonitrilo, en agua tipo I para
obtener un pH=9,0. Se empledé un voltaje de 20kV (-20KV),
100pA de corriente y 6.0 W de potencia, con temperatura con-
trolada a 25°C 63940,

Al comenzar los andlisis el capilar se condiciono con 10min de
isopropanol y 10min de Agua tipo I, se continuo con 10min de
NaOH 1M, finalmente se pasé 15 min de BGE para comenzar
con la inyeccién de la muestra durante 9s por el Outlet. Te-
niendo en cuenta el desgaste del BGE se cambi6 cada 25 mues-
tras analizadas, ademas de tener en cuenta que los electrodos
no se saturaran de sal. Todos los elementos usados fueron pre-
viamente filtrados en membrana PTEF 0.45 pum. Después de
cada andlisis se realiz6 un lavado por 120 seg de BGE para eli-
minar compuestos que pudieron quedar en el capilar. Al finali-
zar el dia de anélisis se lavé por 15 min con agua, 10 de min de
isopropanol y se llevo a sequedad con 15min de aire.

Las muestras se prepararon en agua tipo I (concentracién de
1mg/mL) se sonicaron y se filtraron en membrana PTFE de
0,45 pm. La deteccidn se realiz6 a 275nm.

Analisis cuantitativos y validacion de metodologias: Si-
guiendo las metodologias descritas anteriormente y los para-
metros de validacién para UPLC-DAD y CE-DAD, se analizaron
los extractos de L. guayusa e I. paraguariensis descritos previa-
mente, La preparacion de las muestras consistié inicamente en
filtrar las muestras en membrana PTFE de 0,45 pum,

Actividad antiviral: Los ensayos de actividad antiviral se lle-
varon a cabo en la Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), Brasil, en el Laboratorio de Virologia Aplicada (LVA),
durante la realizacién de una pasantia corta de dos meses, bajo
la supervision de Izabella Thais da Silva, profesora del Depar-
tamento de Ciéncias Farmacéuticas de la misma Universidad y
con el apoyo de la direccién de Posgrados de la Ciencias Biol6-
gicas de la Pontificia Universidad Javeriana.

Citotoxicidad: Para los ensayos de citotoxicidad se emplearon
células VERO (ATCC: CCL81), mantenidas en medio minimo
esencial de Eagle (MEM) suplementado con suero fetal bovino
al 10% a 37°Cy 5% de CO:. Estas se cultivaron en placas de 96
pozos disponiendo de 2x10% células/pozo, se incubaron du-
rante 24 horas para permitir la adhesion celular. Pasado este
periodo, se procedio a agregar los tratamientos y dejar en incu-
bacién por 48 horas. Los tratamientos seleccionados son los
mismos descritos en el item siguiente. Los extractos y fraccio-
nes fueron solubilizados en MEM, sonicados y posteriormente
filtrados en membrana de 0,22 pm estéril. Se realizaron tres en-
sayos independientes en placas de 96 pozos, con diluciones se-
riadas 1:2 en variadas concentraciones de 2500-9,56 pg/ml. Fi-
nalmente, para determinar la CCso se realiz6 una tincién son
sulforodamina B y lectura de las placas en un equipo de UV, ala
longitud de onda de 510 nm teniendo en cuenta la metodologia
planteada por Vichai y colaboradores en 2006 41.

Ensayo de reduccién de placas: Para evaluar la inhibicion del
Herpes Simplex-1, se emplearon las mismas células VERO
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(ATCC: CCL81) que el item anterior mantenidas MEM a 37°Cy
5% de CO2. Teniendo en cuenta la metodologia propuesta por
Silva y colaboradores en 2010 42. Se dispusieron en placas de
24 pozos en concentracion de 2x105 células/pozo, las cuales se
dejaron incubar durante 24 horas para su adherencia. Pasado
este tiempo de cultivo celular, se prepar6 el inoculo con apro-
ximadamente 100 Unidades Formadoras de Placas (UFP) de vi-
rus Herpes Simplex-1 cepa KOS (sensible a aciclovir) o Herpes
Simplex-1 cepa 29R (resistente a aciclovir) en medio MEM, se-
guida de una incubacién de una hora a 37°C. Posteriormente,
se retir6 la solucién con el inoculo viral, se agregaron los trata-
mientos y se dej6 incubar nuevamente durante 48 horas a 37°C.
Los tratamientos utilizados fueron los extractos por infusién
[1:10 y por maceracién M2072, y las fracciones obtenidas del
extracto M2072 (F. acuosa, F. BuOH y F. AcOEt), los cuales fue-
ron preparados en MEM2X:carboximetilcelulosa (CMC) al 1,5%
(1:1) en concentraciones de 250-15,6 ug/ml. Pasadas las 48 ho-
ras de incubacion, las placas se revelaron con azul-negro de
naftol agregando a cada pozo 300 pL y dejando en agitacion a
100 rpm durante 20 min. Finalmente se elimin¢ el azul-negro
de naftol y se dejo secar para realizar el conteo de placas. Como
control positivo para los ensayos se utilizd aciclovir y como
control negativo MEM 42,

Por otro lado, el indice de selectividad IS se calcul6 teniendo en
cuenta la siguiente formula:

CCs

IS =

donde la CCso corresponde a la concentracién citotéxica capaz
de matar el 50% de las células y la ICso corresponde a la con-
centraci6n inhibitoria para disminuir en un 50% las Unidades
Formadoras de Placa (UFP). Empleando el programa GraphPad
Prism 43 se calcul6 la CCsoy la ICso realizando una regresioén no
lineal siendo: el logaritmo de la concentraciéon versus la res-
puesta normalizada con pendiente variable, donde también se
calculé el intervalo de confianza del 95% para los experimen-
tos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis por Cromatografia en HPTLC:

Andlisis de polifenoles: Se escogieron los sistemas que mejor re-
solucién tuvieron en cuanto a la observacion de perfiles croma-
tograficos y también se realizaron los analisis de extractos y es-
tandares por HPTLC (Figura 1). Se pudo observar una gran
complejidad de los extractos obtenidos y también una cierta
constancia en relacion con los perfiles cualitativos de los dife-
rentes extractos de I. guayusa, a excepcion del extracto etanod-
lico.

-~ e L

Figura 1: Cromatografia por HPTLC para la visualizacién de polifeno-
les. FE: Silica-gel. FM: Acetato de etilo:A.acético:agua (6:2:1:1). Detec-
cién: Reactivo Natural/UV-360nm. 1. 4cido galico, 2. Acido cafeico 3.
4cido clorogénico. 4. M2072 5. M4072 6. 11:10 7. D1:10 8. EtOH 9.
PM2072 10. PI1:10.

Por HPTLC se puede obtener una mejor resolucién de las ban-
das ya que estas aparecen bien definidas al ser la aplicacién au-
tomatica y con parametros de aplicacion ajustables y repeti-
bles, como son la longitud, largo y ancho de la banda aplicada,
permitiendo la disminucidn del error al momento de aplicar la
muestra. Cabe resaltar que los analisis se realizaron con placas
comunes de TLC en fase normal, y no en placas propias de
HPTLC, lo que posiblemente llevaria a un resultado atiin mejor.
Ademas, es importante resaltar que por HPTLC todas las mues-
tras se aplicaron a la misma concentracién (3 mg/mL) y volu-
men (25 pL), diferente de los analisis por TLC.

El reactivo natural es un revelador especifico para polifenoles,
en el que se ve una variedad de colores (fluorescencia) indi-
cando diferentes tipos de metabolitos o nucleos. En 1. guayusa
se pudo observar al menos dos grupos de metabolitos diferen-
tes de polifenoles con ayuda de este revelador: azul claro indica
derivados de acido cafeoilquinicos, mientras que tonos que va-
rian entre verde claro, amarillo y naranja indican la presencia
de distintos tipos de flavonoides 3637. Estos dan coloraciones
diferentes por las sustituciones de los anillos aromaticos, las
cuales varian de acuerdo con la presencia y cantidades de sus
grupos hidroxilo (-OH) en la molécula.

Ademaés de las diferentes clases de metabolitos diferenciables,
es notable la riqueza de bandas observables (sin importar el
tipo de nucleo), lo cual indica una alta complejidad de este tipo
de compuestos, siento esta de al menos 12 polifenoles diferen-
tes (Figuras 1)

A partir del uso del revelador adecuado y con el auxilio de es-
tandares comerciales, fue posible identificar entre los principa-
les polifenoles presentes en los extractos de I. guayusa, acidos
fenodlicos, entre ellos: acido clorogénico y acido cafeico. El acido
clorogénico presenté un Rf = 0,3 con la fase moévil FM: Acetato
de etilo:A.acético:agua (6:2:1:1) Figura 1.

Es de resaltar que el perfil del extracto etandlico, en el cual tam-
bién se observa la presencia de acido clorogénico y se evidencia
la presencia de clorofilas, observable por su coloracién rojo
fluorescente en un Rf 1, y en contrapartida, una menor presen-
cia de compuestos de mayor polaridad. Lo que es de esperarse
debido a polaridad del solvente de extraccidn.
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Comparativamente a los extractos de I paraguariensis, se
puede observar que comparten algunos compuestos, como los
ya mencionados acidos fendlicos. Sin embargo, hay diferencias
evidentes entre los perfiles de las dos especies, como algunos
polifenoles observables en color naranja con Reactivo Natural
en I. paraguariensis.

Andlisis de saponinas: A su vez, el revelador anisaldehido-sulft-
rico se caracteriza por ser un revelador “universal”, permi-
tiendo observar moléculas variadas. En caso de este trabajo se
destacan moléculas de nucleo flavonoide (de color amarillo) o
terpénico y esteroidal (colores rosados, morados o de tonos
verdosos oscuros) 63637, Lo observable a partir de estos anali-
sis (Figura 2) concuerda con la literatura dado que para el gé-
nero se han determinado varias saponinas triterpénicas como
matesaponinas (I. paraguariensis), llexsaponinas (1. pubescens
L. hainanensis) e ilekudinosidos (I. rotunda y I. kudingcha) en-
tre otros 56283644,

Figura 2: Cromatografia HPTLC para la visualizacién de saponinas. FE:
Silica-gel FM: Butanol: acido acético: agua (6:2:1) Deteccién: Anisal-
dehido-sulftrico/visible. 1. M2072 2. M4072 3. 11:10 4. D1:10 5.
PM2072 6. PI1:10 7. F. acuosa.

Por esta técnica se pudo determinar al menos 5 manchas indi-
cativas de saponinas, distribuidas principalmente en los extrac-
tos mas polares analizados. También se observé una mayor
presencia de saponinas en extractos de I. paraguariensis com-
partiendo algunos nucleos con I. guayusa, dado que, algunas de
estas saponinas poseen el mismo Rf.

En los extractos que mejor se pudieron observar saponinas, in-
cluso un mayor nimero de bandas, tenemos la infusién (11:10)
y la decoccién (D1:10). Por tratarse de extractos en agua, estos
serian mas afines con este tipo de moléculas, y a diferencia de
los otros, tienen en mayor concentraciéon una de las saponinas
mas polares presentes, de color verde observable muy cerca
del punto de aplicacién en las muestras acuosas.

Teniendo en cuenta la polaridad de las saponinas, se decidi6 in-
cluir la fraccién acuosa para determinar la presencia de estas
moléculas en dicha fraccién, ya que es la fraccién mas polar y
este método permite observar con mayor claridad los com-
puestos presentes.

Por otro lado, es notable la diferencia en cuanto al contenido de
saponinas entre I. guayusa e I. paraguariensis, siendo amplia-
mente descrito la abundante presencia de saponinas en esta ul-
tima, llamadas en su mayoria matesaponinas Por otro lado,
también es bastante interesante la observacién de estos com-
puestos en I guayusa, visto que hasta el momento no son cono-
cidas este tipo de moléculas para esta especie. En la Figura 2

se puede observar una saponina con Rf=0,3 similar en I gua-
yusa e I. paraguariensis, sin embargo, esto solo se puede inter-
pretar como una saponina de similaridad estructural y no ne-
cesariamente como la misma molécula.

Andlisis de metilxantinas: En los andlisis por TLC realizados
para metilxantinas, se pudo observar que todos los extractos de
guayusa poseen cafeina y no se visualiz6 la presencia de teofi-
lina o teobromina comparando con patrones comerciales. Se
realizaron diferentes fases mdviles para observar la presencia
de las tres metilxantinas, sin embargo, todas las observaciones
evidenciaron la presencia de cafeina inicamente.

Se corrobord la presencia de cafeina como la metilxantina pre-
dominante en los extractos de . guayusa e I. paraguariensis (Fi-
gura 3). En cuanto a el extracto PM2072 y PI11:10 de I paragua-
riensis se pueden observar otras bandas.

Figura 3: Cromatografia por HPTLC para la visualizacién de metilxan-
tinas. Silica-gel FM: AceOet:MetOH:agua (5:0,55:0,4). Ca: estandar de
cafeina 1. M2072.2.M4072 3.11:10 4.D1:10 5. EtOH 6. DCM 7. PM2072
8.PI1:10

Adicionalmente para este analisis, se pueden hacer algunas in-
ferencias en cuanto a la concentracion de cafeina, visto que to-
das las muestras fueron aplicadas en una misma concentracion
y volumen: las manchas correspondientes a cafeina se ven mas
intensas en los extractos de I. guayusa que las manchas de ca-
feina observadas en I paraguariensis. Esto podria indicar una
mayor concentraciéon de este metabolito en la especie de pre-
sencia en Colombia; también, que el extracto de diclorometano
estd compuesto en su mayoria por cafeina (al menos en este
rango de polaridad), puesto que se puede observar que la
banda es mas oscura respecto a los otros extractos. Razén por
la cual se plante6 realizar andlisis cuantitativos de este com-
puesto, presentados mas adelante en este trabajo.

Analisis por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiencia con
deteccion por arreglo de diodos (UPLC-DAD): El método
empelado por UPLC permitié observar los perfiles cromatogra-
ficos de los diferentes extractos en un corto tiempo de analisis
(18 min). Cualitativamente, se observa una gran similitud entre
los perfiles cromatograficos obtenidos para los diferentes ex-
tractos. Con base en las co-inyecciones con estandares, se pudo
confirmar la presencia de cafeina, acido clorogénico y acido ca-
feico en todos los extractos (Figura 4). Adicionalmente, por
esta técnica fue posible observar también la presencia de acido
cafeico en los extractos, lo que no habia sido posible por HPTLC,



en virtud de la diferencia de Rf entre este compuesto, y los de-
mas observados hasta entonces. Un analisis de los espectros
obtenidos por el detector DAD teniendo en cuenta los espectros
UV de absorcidn caracteristica para cada compuesto analizado,
alguno picos indican que en las muestras estan presentes otros
compuestos tipo acidos fenélicos y, en menor proporcion, algu-
nos flavonoides, corroborando lo evidenciado previamente por
HPTLC.

Cafeina

270nm

Acido clorogénico

N 320nm

Figura 4: Cromatograma representativo para . guayusa, obtenido para
el extracto M4072.Visuglizacién a 270nm y 320nm. En verde Ca-
feina(270nm). En azul Acido clorogénico y en morado Acido cafeico
(320nm).

Teniendo en cuenta los reportes en la literatura para el género
Ilex, se encuentra un amplio estudio para polifenoles donde se
destaca UPLC-DAD como técnica para su determinacién. Por
esta técnica se reportan acidos fenolicos como: acido clorogé-
nico, acido neoclorogénico y en general otros varios acidos de-
rivados de 4cido quinico como isémeros de acido cafeoilqui-
nico, acido feruloilquinico, y también, acido cafeico, acido cou-
marico y acidos cafeicos glicosilados. Siendo todo este grupo de
compuestos reportado tanto en /. guayusa como en I. paragua-
riensis, . vomitoria, I. cassine, I. rotunda, I. aquifolium, I. kuding-
cha, I latifolia, I. pubescens entre otras especies 3345-49. Algunos
de estos compuestos también son comunes en otras plantas, es-
pecialmente el acido clorogénico, por lo que existe una litera-
tura amplia mencionando su presencia. Algunas de las especies
que también presentan este tipo de metabolitos entre las mas
conocidas tenemos: Coffea arabica y Coffea robusta (diferentes
especies de café), Camellia sinensis (té), Hibiscus sabdariffa (flor
de Jamaica), Sorbus domestica (serbal), Cecropia adenopus (am-
bay), por nombrar solo algunos ejemplos 50-53.

Analisis cromatograficos en UPLC-MS-QTOF: En los resulta-
dos sobre la composicién quimica, haciendo un acercamiento
por medio de los iones moleculares y fragmentos observados,
se identificaron moléculas como cafeina y multiples isémeros
de acido clorogénico y 4cidos dicafeoilquinicos.

Con los anélisis de los fragmentos obtenidos para estas molé-
culas se pudo determinar la posible la presencia de hexosas
(m/z: 162), pentosas (m/z: 146), acetil pentosas (m/z:174) y
4cido glucurénico (m/z: 176), como los azucares mas comunes
que acompafian flavonoides y saponinas, siendo en este tltimo
grupo mezclas de los diferentes azucares mencionados.

En cuanto a los polifenoles observados, se obtuvo acido cloro-

génico, otros derivados de acido cafeoilquinico (siendo algunos
del tipo dicafeoilquinico) mostrandose el acido quinico (m/z

191) como fragmento tipico en todas las moléculas derivadas
de este tipo de compuestos.

En el caso de flavonoides se logré identificar un compuesto con
nucleo flavonoide kaempferol, también la presencia de otros
compuestos tipo flavonoide en menor concentracion los cuales
se dedujeron por su fragmentacion tipica perteneciente a este
tipo de moléculas, sin embargo, no fue posible la identificacién
del nucleo flavonoide.

Respecto a metilxantinas, la Unica detectada fue cafeina con
m/z 195,0863 corroborando lo obtenido en HPTLC y UPLC-
DAD. Esta se identificé por UPLC-MS-QTOF en los extractos te-
niendo en cuenta las fragmentaciones reportadas en la litera-
tura y el modo de ionizacién, que en el caso de esta molécula se
debe observar en modo positivo 5455. Por otro lado, se identi-
fic6 un fragmento caracteristico para cafeina que corresponde
a la pérdida de un -C2H3NO dando como resultado un frag-
mento de m/z 138.

En cuanto a saponinas, se lograron asignar tres posibles sapo-
ninas en el extracto 11:10, con m/z 1019,50 (1), 989,48(2) y
809,42(3) esta ultima también presente en el extracto M2072.
De acuerdo con las pérdidas y fragmentos observados para las
moléculas, se puede inferir que la aglicona (nucleo triterpé-
nico) corresponde a 4cido pomdlico (im/z: 473), en el caso de la
molécula 3, y acido rotandico (m/z: 487) parala molécula 1, en
el caso de la molécula 2 no se pudo determinar la aglicona pero
observando los fragmentos se dedujo que se aproxima a cual-
quiera de los dos triterpenos mencionados anteriormente. En
el caso de los azucares la molécula 2 esta conformada por dos
hexosas y una pentosa; en la molécula 1 estd conformada posi-
blemente por dos acidos glucurénicos, una acetil-pentosa; y la
molécula 3 estd conformada por una hexosa, una pentosa y un
acetil. Por otro lado, la observacién de las saponinas menciona-
das anteriormente en el marco de este trabajo, es un resultado
novedoso para I. guayusa, ya que, segun estudios previos para
esta especie tienen una baja concentracién de saponinas 33.

Cuantificacion de cafeina por UPLC y EC: En los andlisis pre-
vios cualitativos, en especial por HPTLC, se pudo observar que
la cafeina era uno de los metabolitos predominantes en los ex-
tractos de I guayusa. Con base en estos resultados, los analisis
cuantitativos de cafeina se realizaron con el interés de verificar
la concentracidn de este metabolito en los diferentes extractos.

UPLC-DAD: Se emple6 primeramente la metodologia previa-
mente desarrollada para el analisis de cafeina por UPLC-DAD.
Se estableci6 una curva de calibracion por triplicado para el es-
tandar de cafeina, entre los rangos de 300,000-0,097 pg/mL. El
limite de deteccién fue 0,048 pg/mL.

Con la realizacién de la curva de calibracién de cafeina se ob-
tuvo un R2= 0,9999, lo cual indica una excelente linealidad en-
tre los datos obtenidos, en este caso el estandar de cafeina a
diferentes concentraciones y sus absorbancias. Por otro lado, la
ecuacion de la recta obtenida y=22532x+2195,5 permiti6 en-
contrar la relacion entre el area del pico y la concentracion de
cafeina, asi que, esa ecuacion fue empleada para establecer el
contenido de cafeina en los extractos haciendo la extrapolacion
desarrollando dicha ecuacién.



EC-DAD: Se pudo realizar la cuantificacién por una metodologia
submin. a 0,80 min con un pico correspondiente a cafeina pre-
sente en todas las muestras. Siendo el inico compuesto obser-
vable en estos extractos a 275nm. Adicionalmente analiz6 la
presencia de otras metilxantinas como teobromina y teofilina,
sin embargo, estas no estan presentes en ninguno de los extrac-
tos de I guayusa, ni en I paraguariensis.

Siguiendo los parametros de validacion establecidos para ECy
UPLC, en este caso se realizé una curva de calibracién de 11
puntos, con un rango de 300,0-0,39 pg/mL. Adicionalmente, el
limite de deteccion fue de 0,195 pg/mL.

La validacién del método mostré resultados dentro de los pa-
rametros establecidos en las guias internacionales>, tanto para
UPLC como EC, indicando que los métodos son precisos (Des-
viacion Estandar Relativa (%RSD) < 5%) y exactos (recupera-
cién 100%+5%).

Con base en la curva de calibracién construida para ambas me-
todologias, los resultados muestran que los extractos de I. gua-
yusa con mayor cantidad de cafeina son lo de méas baja polari-
dad, es decir, diclorometano, el etanélico y la maceracién EtOH
40% con 72h de extracciéon (M4072) (Tabla 2).

Cuantificacion de cafeina UPLC vs EC
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Tabla 2: Cuantificacién de cafeina por UPLC y EC. Extractos a 1 mg/g.
Los extractos PM y PI corresponden a extractos de I. paraguariensis.

Estos contenidos de cafeina (69,65 - 187,85 mg/g extracto) son
mas elevados de los que obtenidos para I paraguariensis, una
especie conocida por su alto contenido de cafeina, y empleada
popularmente como bebida estimulante. En una comparaciéon
directa de los contenidos de cafeina en los mismos procesos ex-
tractivos, I. guayusa present6 aproximadamente el doble de
esta metilxantina que I. paraguariensis30.

Actividad antiviral: Se tuvo la oportunidad de la realizaciéon
de ensayos antivirales para algunas de las muestras obtenidas.
Esta posibilidad se plante6 teniendo en cuenta los anteceden-
tes de actividad antiviral para otras especies del género llex.

Siendo asi, se realizé una pasantia corta de 2 meses en el Labo-
ratorio de Virologia Aplicada, de la Universidade Federal de
Santa Catarina - Brasil, en la cual se pudo evaluar la actividad
antiviral frente al virus del herpes labial con diferentes extrac-
tos y fracciones.

Se realizaron ensayos con dos tipos de herpes labial: HSV-1
cepa KOS y HSV-1 cepa 29-R. La primera corresponde a una
cepa de menor agresividad, y susceptible el tratamiento tipico
para herpes, el aciclovir, también fue usado como control posi-
tivo en los ensayos. La segunda cepa, 29-R, corresponde a una
cepa resistente a aciclovir, siendo mas agresiva dado que su
tratamiento es mas complejo.

Citotoxicidad: Se evaluaron dos extractos (I11:10 y M2072) y las
tres fracciones (F. AcOEt, F. BuOH y F. Acuosa). En cuanto a la
evaluacioén de la toxicidad de los extractos en esta linea celular
VERO encontramos que a la maxima concentracién evaluada
(2500 pg/mL), la mayoria de las muestras presentaron baja to-
xicidad para las células (Tabla 3).

Tabla 3: Actividad citotdxica de extractos y fracciones de I guayusa.

Células VERO
Tratamiento CCso? Rango CCsob
11:10 >2500 N/A
M2072 2329 1890 a >2500
F.Acuosa >2500 N/A
F.BuOH 1196 970,1a 1474
F.AcOet 799,4 551,7a1158

a:Concentracién citotéxica al 50% (pg/mL). b: Intervalo de confianza
del 95%. N/A: no aplica

En comparacidén con algunos extractos vegetales reportados en
la literatura encontramos que los resultados presentados en
este ensayo presentan baja toxicidad. Un reporte previo de to-
xicidad para hojas de I guayusa indica que los extractos pre-
sentan toxicidad >10000 pg/mL en el caso de una infusiéon y en
el caso de extracto etandlico a 300 pg/mL, para esto se realizd
la evaluacion de la letalidad de camarones en salmuera siendo
este el Unico ensayo previo de toxicidad realizado para I. gua-
yusa>7.

En otras especies de Ilex, los extractos presentaron toxicidad
variada en células VERO, con CCs0=2000 pg/mL para I thee-
zans; 10mg/mL (10000 pg/mL) para I brevicuspis; 7500
ug/mL para I. microdonta. Mientras que I. dumosa si presentd
una mayor toxicidad con CCso correspondiente a 125 pg/mL 58,
En otro estudio, I asprella presentd una toxicidad >1000

ug/mL 5.

Para I paraguariensis se reporta que en células VERO se ob-
tiene una CCso de 1260 pg/mL para un extracto acuoso de hojas
60, v en un extracto hidroalcohélico de hojas CCso de 1530
ug/mL. En el caso de las fracciones obtenidas en ese estudio, se
obtuvo para la fraccién butandlica una CCso de 152 pg/mL y
para la fraccion acetato de etilo CCso de 1245 pg/mL 61,

Teniendo en cuenta los reportes mostrados anteriormente, po-
demos ver que los extractos acuosos en /lex son en general me-
nos toxicos. Comparativamente entre extractos acuoso o hidro-
etanolico, se observa que los resultados obtenidos son simila-
res al comportamiento descrito en la literatura, en donde los



extractos obtenidos por maceraciones etandlicas o hidroetané-
licas suelen tener una CCso menor al reportado para los extrac-
tos acuosos.

Ensayo de reduccion de placa: En los ensayos antivirales reali-
zados, se obtuvo que tanto los extractos como F. acuosa tuvie-
ron un mayor porcentaje de reduccién de placas en HSV-
1(KOS). Por su vez, en los ensayos con HSV-1 (29R), encontra-
mos que los dos extractos fueron los que se destacaron en
cuanto a sus valores de la ICso, ya que cuentan con mejor activi-
dad antiherpética respecto a las fracciones (Tabla 4). Adicio-
nalmente, cabe aclarar que en las fracciones F. BuOH y F. AcOEt
se realiz6 un solo experimento, por lo cual, los datos presenta-
dos son preliminares para estas dos fracciones.

Tabla 4: Actividad antiherpética de extractos y fracciones de I gua-
yusa.

KOS 29R
Trata- ICs0? Rango ICsoP ICsp? Rango ICsob
miento
11:10 106,6 799a142,1 83,5 62,7a111,3
M2072 128,7 83,6a197,9 91,0 72,4a1145
F.Acuosa 127,0 45,2a156,8 >250,0 N/A
F.BuOH 85,6 72,5a523,5 34,8¢ 26,2a46,4
F.AcOet 80,5 57,5a112,8 26,9¢ 13,3a54,6

a: Concentracién inhibitoria HSV-1 al 50% (pg/mL). b: Intervalo de con-
fianza del 95%. : Un solo experimento. N/A: No aplica.

Para algunas especies de Ilex ya se han realizado ensayos de ac-
tividad antiherpética, llevados a cabo con I asprella, I. brevis-
cuspis, I. dumosa, I. microdonta, I. theezans e I. paraguariensis
58,62, En el caso para llex asprella, Kuo y colaboradores en 2006
reportan actividad antiherpética frente a HSV-1 (KOS) con un
porcentaje de inhibicién total del 3,7% a 100 pg/ml 63. Por otro
lado, en un estudio mas reciente se evaluaron 10 saponinas tri-
terpénicas de las cuales algunas contienen azufre, obtenidas a
partir de raices de esta especie, de la cuales solo dos presenta-
ron actividad, a una concentracién total inhibitoria parala HSV-
1 (cepa F) de 0,14 mM para el asprellanosido Ay 0,18 mM para
el oblonganosido H 62,

Montanha y colaboradores en 2004, evaluaron 5 especies de
Ilex en dos tipos de extractos por cada especie: un extracto
acuoso (infusién 1:2 planta:solvente) y un extracto hidroal-
cohélico 50% etanol, obtuvieron que de los 10 extractos nin-
guno present6 actividad frente a HSV-1 (29R) y tinicamente los
extractos acuosos de I brevicuspis e I theezans tuvieron activi-
dad frente a HSV-1 (KOS), con concentracién citopatica viral ac-
tivaa 5 mg/mLy 0,25 mg/mL respectivamente. Los otros 8 ex-
tractos no presentaron actividad frente HSV-1(KOS) s8.

En el caso de llex paraguariensis, hay dos estudios realizados.
Miiller y colaboradores en 2007 €0 evaluaron extractos de I. pa-
raguariensis frente a HSV-1 (KOS) y HSV-1 (29-R) obteniendo
una ICsp para un extracto acuoso en 80,0 pg/mL y 100.0 ug/mL
respectivamente. En comparacién con los resultados de este
estudio, se obtuvo que la ICso para el extracto acuoso 11:10 de
I guayusa fue de 106,6 pg/mL (KOS) y 83,5 pg/mL (29-R)
siendo similares a los reportados en la literatura ©9.

Liickemeyer y colaboradores en 2012 61, reportan actividad de
un extracto hidroalcohdlico al 40% de I paraguariensis frente
al HSV-1(KOS) con una ICs0=22,2 ug/mL; para la fraccién buta-
noélica una ICs50=19,9 pg/mL y para la fraccién acetato de etilo
una [Cs0=6,6 pg/mL 61. La ICso del extracto hidroalcohdlico
crudo de I guayusa evaluado en este trabajo fue mayor al obte-
niendo por Liickemeyer y colaboradores para esa misma cepa,
con una ICs0=128,7 pg/mL para el extracto M2072 en HSV-1
(KOS). En cuanto a la fraccién butandlica se obtuvo una
1C50=85,6 pg/mL, y por ultimo, en la fraccién acetato de etilo se
obtuvo una ICs50=80,5 pg/mL 6%, Es decir, los datos obtenidos en
este trabajo en cuanto a las fracciones F. BuOH y F. AcOEt, son
menos efectivos en cuanto a inhibir la replicaciéon viral, dado
que necesitan concentraciones mas alta para lograr inhibir el
50% de la replicacién en comparacién a los datos obtenidos por
Liickemeyer y colaboradores para HSV-1(KOS) 61.

Por otro lado, teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se
establecid el indice de selectividad (IS) como la relacién entre
la ICso y la CCso. Encontramos que la fraccién acuosa fue la que
present6 mejor valor de IS, por ser menos tdxica y mas efectiva
para eliminar HSV-1(KOS), seguida del extracto 11:10. En
cuanto a el indice de selectividad para la cepa HSV-1(29-R), se
encontr6 que los extractos 11:10 y M2072 fueron los mas selec-
tivos. Por otro lado, las fracciones F. BuOH y F. AcOEt presenta-
ron una selectividad mayor a los extractos, sin embargo, se de-
ben realizar mds pruebas para tener certeza en cuando al indice
de selectividad dado que el IS fue calculado teniendo en un
cuenta un solo experimento (Tabla 5).

Tabla 5: Indices de selectividad de extractos y fracciones de I.
guayusa.

KOS 29R
Tratamiento [Sa [Sa
11:10 25,3 29,9
M2072 18,1 25,5
F.Acuosa 48,4 1,7
F.BuOH 13,9 34,3b
F.AcOet 9,9 29,7b

a:fndice de selectividad (IS= CCso/ICs0).b: Un solo experimento.

Comparativamente a la especie I paraguariensis, se describe en
la literatura para un extracto hidroetandlico crudo una IS=68.9
para HSV-1(KOS) 6! y para una infusién una 1S=15,8 HSV-
1(KOS) y una IS=12.6 HSV-1(29R) ¢°. En comparacién con lo
obtenido en este trabajo los indices de selectividad fueron si-
milares siendo asi para HSV-1(KO0S) la infusién un poco mas se-
lectivo y para el caso de la maceracién un poco menos selectivo
en ambos casos respecto a I paraguariensis. Para HSV-1(29-R)
en I. guayusa ambos extractos fueron mas selectivos respecto a
I paraguariensis, lo cual muestra ser resultados que requieren
profundizacién, dado que, pueden funcionar como un futuro
tratamiento alternativo para las cepas resistentes a aciclovir
como lo es la cepa 29R.



Por otro lado, el indice de selectividad mas alto obtenido fue el
de la fraccién acuosa para HSV-1 (KOS), con un 1S=48,4. Estos
resultados indican que la inhibicién en la infeccién del virus
esta ligada a la composicion de los extractos y fracciones eva-
luados. Pudiéndose observar cdmo varia la actividad antiher-
pética segtin la composicidn de la fraccidon, teniendo en cuenta
el perfil quimico determinado por técnicas cromatograficas
previamente en este trabajo.

En la literatura previamente presentada en esta seccidn, se en-
contrd que en especies de Ilex, como es el caso de I asprella,
existen saponinas triterpénicas encargadas de la actividad an-
tiviral a muy bajas concentraciones ¢2. Ademads, teniendo en
cuenta los analisis cromatograficos previos realizados hasta el
momento, se obtuvo una posible composicién de hasta 12 sa-
poninas en los extractos y fraccién acuosa analizados por
HPTLC y UPLC-QTOF-MS previamente en este trabajo.

Como conclusion, en los analisis realizados a los extractos de L
guayusa se encontré una composicién quimica variada entre
polifenoles, metilxantinas y saponinas.

En cuanto la composicién de los polifenoles que constituyen los
extractos, se identificaron especialmente derivados de acido
quinico y acido cafeico como el acido clorogénico y 4cidos dica-
feoilquinicos.

Con relacién a metilxantinas, se observé que independiente-
mente del extracto la presencia de cafeina es caracteristica de
esta especie. Obteniendo para extractos que simulan bebidas
tradicionales un maximo de 86,9-87,27 pg/mlL en las macera-
ciones hidroalcohdlicas.

Respecto a la composicion de saponinas, por UPLC-MS-QTOF
solo se indic6 la presencia de tres saponinas con m/z de 809,
989 y 1019, interpretando que posiblemente la aglicona de es-
tas moléculas corresponda al 4cido pomélico o 4cido rotdndico.
Este resultado es muy importante ya que en la literatura los re-
portes de saponinas en I guayusa son escasos y estos resulta-
dos difieren de los previamente reportados para la especie.

Adicionalmente, en los ensayos de actividad antiviral frente al
virus HSV-1, se encontr6 que los extractos de I. guayusa tienen
actividad antiherpética frente a ambas cepas (KOS y 29R) y la
F. Acuosa frente a la cepa KOS. Siendo de mayor interés la inhi-
bicién en la replicacién viral en la cepa resistente aciclovir
(29R) por parte de los dos extractos evaluados, pudiendo ser a
futuro, una opcidn terapéutica si se desarrollan mas estudios
en el area. Por otro lado, los extractos y F. acuosa presentaron
una baja toxicidad en células VERO a 2500 pg/ml en compara-
cién con otras especies de Ilex como es el caso de I. dumosa.
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