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ABREVIATURAS

m.s.n.m: metros sobre el nivel del mar

mg: miligramo

g: gramo

UHPLC: Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento
HRMS: Espectrometria de masas de alta resolucion
QTOF: Cuadrupolo de Tiempo de vuelo

TOF: Tiempo de vuelo

NMR: Resonancia magnética nuclear

NIR: Espectroscopia del infrarrojo cercano

PCA: Analisis de componentes principales
OPLS-DA: Analisis discriminante de proyecciones ortogonales a estructuras latentes
%: Porcentaje

MOhm-cm: MegaOhmio por centimetro

rpm: Revoluciones por minuto

EIC: Cromatograma de ion extraido

TIC: Cromatograma de iones totales

ESI: lonizacién por electrospray

pL: Microlitro

°C: Grados Celsius

QC: Control de calidad

uma: Unidad de Masa atomica

Glc: Glucosa

SIMCA: “Soft Independent Modeling of Class Analogy”



RESUMEN

La kafiiwa (Chenopodium pallidicaule Aellen, Chenopodiaceae), un pseudocereal que
crece en los altiplanos de Per( y Bolivia, cuenta con una gran biodiversidad. Gran parte
de sus variedades han sido caracterizadas por medio de herramientas taxonémicas y/o
agronémicas; sin embargo, aln no existe una herramienta definitiva para su
diferenciacion debido a las similitudes que pueden haber entre distintas variedades.

En la actualidad, las investigaciones en base a las “Omicas” han influenciado de forma
importante en la compresion de diversos sistemas bioldgicos. La metaboldmica, una de
las “Omicas”, se caracteriza por ser la mas cercana al fenotipo.

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo emplear la metabolémica no
dirigida (“non targeted”) como herramienta para la discriminacién de dos variedades de
kafiiwa (plomo clara “Chilliwa” y roja “Ramis”). Ambas variedades fueron sometidas a
un proceso de extraccion, luego se analizaron por medio de UHPLC-HRMS vy la
informacion obtenida fue evaluada con los programas MS-DIAL, MS-FINDER,
SIMCA para determinar las diferencias entre los perfiles metabolomicos.

Se logro identificar nueve biomarcadores potenciales para la kafiiwa plomo clara
“Chilliwa”: Crustecdisona, acido vernolico, makisterona B, &acido pinélico, 2',6,7-
trihidroxiisoflavona, é&cido floiondlico, oxipurinol, xantosina, genkwadaphnin-20-
palmitato. En el caso de la kaniwa roja “Ramis”, los diez biomarcadores potenciales
encontrados fueron: N-acetiltriptéfano, delfinidina-o-(6"-O-alfa-ramnopiranosil-beta-
glucopiranosida), 2' 5'-dihidroxiflavona 5'-acetato, n-trans-sinapoiltiramina,
isoramnetina-3-glucosido, gluconato, acido L-N-(1H-Indol-3il acetil) aspartico,
annularin H, kaempferol 4'-metil éter 3-(2Glc- glucosilrutinosida), isoramnetina-3-O-
rutinosida.

El uso de la metabolémica no dirigida permitié postular biomarcadores potenciales para
la diferenciacion entre 2 variedades de kafiiwa. Se sugiere validar estos biomarcadores

en experimentos metabolémicos de tipo dirigido (“targeted”).

Palabras clave: Kafiwa, Metabolomica, Variedades, Discriminacion



ABSTRACT

Kariiwa (Chenopodium pallidicaule Aellen, Chenopodiaceae), a pseudocereal that
grows in the highlands of Peru and Bolivia, has a great biodiversity. Many of their
varieties have been characterized by taxonomic and/or agronomic tools; however, there
is no definitive classification for their differentiation due to the similarities that may
exist between different varieties.

Currently, research based on "omics™ has influenced significantly in the understanding
of various biological systems. Metabolomics, one of the “omics”, is characterized by
being the closest to the phenotype.

The present pilot research work used metabolomics as a tool for the discrimination of
two varieties of kafilwa (light grey "Chilliwa" and red "Ramis"). Both varieties were
subjected to an extraction process, analyzed by UHPLC-HRMS and the information
obtained was evaluated with softwares such as MS-DIAL, MS-FINDER, SIMCA to
determine the differences between the metabolomic profiles.

We identified nine potential biomarkers for the light grey kafiwa "Chilliwa™:
Crustecdyson, vernolic acid, makisterone B, pinellic acid, 2',6,7-trihydroxyisoflavone,
floionolic acid, oxypurinol, xanthosine, genkwadaphnin-20-palmitate. As well as ten
potential biomarkers for the red kafiwa "Ramis": N-acetyltryptophan, delphinidin-o-
(6"-O-alpha-rhamnopyranosyl-beta-glucopyranoside), 2', 5'-dihydroxyflavone 5'-
acetate, n-trans-sinapoyltyramine, isorhamnetin-3-glucoside, gluconate, L-N-(1H-indol-
3-ylacetyl)aspartic acid, annularin H, kaempferol 4' — methyl ether 3-(2Glc-
glucosylrutinoside), isrhamnetin-3-o-rutinoside.

Non-directed metabolomics was useful for the determination of potential biomarkers of
two varieties of kafiiwa. These potential biomarkers should be further validated in

targeted metabolomic experiments.

Keywords: Kafiwa, Metabolomics, Varieties, Discrimination



. INTRODUCCION

La “kafiiwa” (Chenopodium pallidicaule Aellen, Chenopodiaceae) es una planta
herbécea anual cuyo grano se considera muy nutritivo. Su origen se establece a mas de
4000 m.s.n.m. en los altiplanos de Peru y Bolivia. Es también conocida como “gafiawa”
y, a diferencia del trigo, el centeno o el maiz, crece de forma notable en ambientes
extremos donde la temperatura promedio anual es menor a 10 °C y en los cuales se
producen heladas durante al menos nueve meses al afio. Asi, debido a su resistencia al
frio extremo, alto contenido proteico y a la facilidad con que es cultivada, la kafiiwa es
considerada para la seguridad alimentaria cuando todos los otros cultivos fracasan (1,2).
El Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) mantiene la Estacion Experimental
zonal “Illpa” en la region de Puno (EE Illpa), la cual cuenta con un banco de
germoplasma de 430 accesiones de kafiiwa, 41% de ellas provienen de la provincia de
Melgar, el 21% de la provincia de Puno, el 13% de San Antonio de Putina, el 10% de la
provincia de Lampa y el 6% de la provincia de Huancané. A pesar de ello, la EE Illpa
considera necesario realizar mas colectas de material genético para obtener genotipos
con valor agronémico y fuente de germoplasma. Ademas, ha notado que en gran parte
de las comunidades campesinas del Altiplano existe una vasta diversidad de ecotipos,
también Ilamados variedades tradicionales, nativas o locales, de kafiiwa con gran
variabilidad interna (3).

En base a caracteristicas taxonomicas y agronomicas, se ha logrado describir algunas
variedades de Kkafilwa, por ejemplo: Puca, color rojo; Chilliwa, color rosado;
Condorsaya, color gris; entre otras. Ademas, la EE Illpa ha obtenido las variedades
Ramis, Cupi y Lasta por medio de métodos de mejoramiento (4).

De acuerdo al INIA, en las colecciones de ecotipos se ha encontrado que un mismo
ecotipo puede recibir distintos nombres en lugares diferentes (3). Asi, las caracteristicas
morfoldgicas con uso de herramientas taxénomicas o agrondémicas no han sido
suficientes para la discriminacion entre variedades semejantes.

En la actualidad, el desarrollo de las tecnologias aplicadas a ciencias bioldgicas, como
por ejemplo investigaciones en base a las “Omicas” tales como la genomica,
transcriptomica, protedmica y metabolomica, ha influenciado de forma importante en la
comprensién de diversos sistemas biolédgicos (5). La metabolomica representa la etapa

final de la “cascada 6mica” y se encuentra proxima al fenotipo. Sus contribuciones van



desde investigaciones sobre biomarcadores en el diagnostico de cancer de mama (6), el
descubrimiento de nuevos antibioticos (7) o incluso el comprobar la autenticidad de
diversos alimentos (8). Estos y otros estudios han sido posibles debido a que el
metaboloma esta caracterizado por una amplia gama de compuestos tales como lipidos,
nucle6tidos, aminoacidos, entre otros; cuyas propiedades fisicas, quimicas, asi como sus
concentraciones, son diferentes (9).

En metabolomica se utilizan dos enfoques denominados: Metabolomica no dirigida
(“non-targeted” o “untargeted”), el cual realiza un andlisis exhaustivo de todos los
analitos medibles en una muestra; Metabolomica dirigida (“targeted”), que mide grupos
definidos de metabolitos caracterizados quimica y bioquimicamente (10).

El uso de la metabolomica “non-targeted” en asociacion con las herramientas de analisis
multivariado ha permitido la discriminacion entre variedades de diversos productos
naturales. Por ejemplo, Li et al. lograron discriminar la corteza de “Moutan” (Paeonia
suffruticosa) de sus productos procesados (11); Martinez et al. consiguieron identificar
marcadores para discriminar entre cosechas organicas y cosechas convencionales de
tomate (12). Por otro lado, Catchpole et al. demostraron que cultivares tradicionales de
papa y cultivares genéticamente modificados son sustancialmente equivalentes (13).

La mayoria de variedades o ecotipos de kafiiwa han sido caracterizadas por medio de
propiedades botéanicas y/o agronémicas; sin embargo, ecotipos muy semejantes no
pueden ser distinguidos muy facilmente. El presente trabajo de investigacion, de tipo
piloto (exploratorio), tiene como objetivo utilizar la metabolémica de tipo no dirigida
para poder identificar las diferencias de dos variedades de kafiiwa comerciales: kafiwa
plomo clara (“Chilliwa”) y kaiiiwa roja (“Ramis”) procedentes del departamento de
Puno.

Dada la vasta biodiversidad de la kafiiwa, resulta importante su caracterizacion y
clasificacion. Los resultados obtenidos podrian ser importantes para la discriminacion,
seleccion y estudio de mejoramiento de variedades de kafiiwa.



1.1. Kafiiwa

1.1.1. Taxonomia

De acuerdo a la base de datos del Sistema Integrado de Informacion
Taxonomica (ITIS), la jerarquia taxondmica de la kafiiwa se divide de la
siguiente manera (14).

e Reino: Plantae

e Subreino: Viridiplantae

e Divisién: Tracheophyta

e Subdivision: Spermatophytina

e Clase: Magnoliopsida

e Superorden: Caryophyllanae

e Orden: Caryophyllales

e Familia: Amaranthaceae

e Género: Chenopodium

e Especie: Chenopodium pallidicaule Aellen — cafiihua

1.1.2. Distribucién

El origen de la kafiiwa radica en las zonas préximas al Lago Titicaca, de forma
especifica, entre Per( y Bolivia (con niveles de altitud entre 3000 a 4200
m.s.n.m.). En Bolivia el area de produccién ocupa pequefias parcelas cerca al
Lago Tititcaca, en el departamento de La Paz, el departamento de Oruro y las
provincias Bolivar y Tapacari. En Per( la kafiiwa se cultiva en los
departamentos de Puno, Cusco y Arequipa, abarcando un area de produccion

de seis mil hectareas por afio (15).

1.1.3. Descripcion Boténica

Erguida o ligeramente postrada, la kafiiwa puede medir entre veinte a setenta
centimetros de alto. Sus hojas alternadas tienen peciolos delgados y cortos,

con laminas gruesas en forma de rombo y tres nervaduras caracteristicas en la
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zona inferior, las cuales se juntan luego de la insercion del peciolo. Ademas,
presenta inflorescencias pequefias de tipo axilar o tipo terminal. Los tallos, en
su seccidn superior, asi como las hojas y las inflorescencias se encuentran
recubiertas por vesiculas blancas o rosa palido (2).

Sus granos tienen forma conica, subcilindrica, subconica, sublenticular y
subelipsoidal de 1.0 a 1.2 mm de didmetro y cuyo embrion, generalmente, se
manifiesta curvado y periforme. El epispermo, bastante fino y puntiagudo,
puede ser de color negro, castafio o castafio claro. Por otro lado, el fruto se

cubre por el perigonio de un tono gris con pericarpio pequefio y transllcido

(3).

1.1.4. Composicion Nutricional

Segun el estudio realizado por Repo-Carrasco, et al. (16) en semillas de
kafiiwa de cuatro variedades y una muestra comercial, estas contienen
alrededor de 15% de proteinas, 6.5% de lipidos, 7.9% de fibra, 3.3% de
cenizas y 58.4% de carbohidratos.

Ligarda Samanez, et al. (17) encontraron entre 18.7 - 21.9% de fibra dietaria
total en tres diferentes variedades de kafiwa, donde la fibra insoluble
corresponde a la mayor parte.

Las fraciones lipidicas de la kafiiwa contienen 72.9% de &cidos grasos
insaturados, destacando el &cido linolénico (Omega 3) con 42.6% y éacido
oleico (Omega 9) con un rango de 45 - 65%. Las semillas de kafilwa también
contienen 788.4 partes por millon (ppm) de gamma tocoferol y 726 ppm de
alfa tocoferol (18).

Asimismo, Repo-Carrasco, et al. (16) reportan la presencia de distintos acidos
fenolicos como el &cido cafeico, acido ferdlico, acido p-cumarico, acido p-
hidroxibenzoico y &cido vainilico; asi como de distintos flavonoides como

miricetina, quercetina, kaempferol, isoramnetina y ramnetina.



1.1.5. Usos

Existen distintas formas en que la kafiwa es utilizada para su consumo.
Algunos ejemplos son: i) Kafiiwaco, harina de granos tostados de kafiiwa; ii)
Harina de kafiwa cruda; iii) Hojuelas de kafiiwa, granos de kafiiwa que
pasaron procesos de laminado o comprension; iv) Refrescos a base de harina
precocida de kafiiwa; v) Barras energéticas, mezcla de quinua, kafiwa,
amaranto y miel insuflados; entre otros (3).

Los granos de kafiwa tostados pueden emplearse para controlar los sintomas
de disenteria en infecciones por amebas en nifios. Asimismo, se recomienda su
consumo para pacientes anémicos, sobre todo durante el embarazo o la

lactancia, diabetes y enfermedad de altura (19).

1.1.6. Enfermedades y Limitaciones

La kafiiwa es resistente a distintas enfermedades debido al ambiente donde se
desarrolla; sin embargo, si es retirada de su habitat, puede padecer de ciertas
pestes y enfermedades, algunas semejantes a las encontradas en plantas como
quinua. Ademas, dentro de sus principales limitaciones resalta que tiene que
ser cosechada en varias ocasiones y el preparado de las semillas resulta un

proceso laborioso (3).

Son escasos los estudios sobre la kafiiwa, mas adn son limitadas las investigaciones en
referencia a los metabolitos de este pseudocereal. Es asi que resulta esencial la
implementacion de herramientas que permitan abordar de forma integral los perfiles de

metabolitos de la kafiiwa. Siendo la metabolémica una adecuada alternativa.

1.2. Metaboldmica

La metabolomica es considerada una disciplina cuyo objetivo es analizar la
totalidad de los metabolitos —moléculas organicas implicadas en el metabolismo
que pueden variar como consecuencia de perturbaciones fisiopatologicas,

condiciones ambientales, entre otros— en sistemas bioldgicos de una manera



holistica, integral y dinamica. La informacion obtenida es la mas cercana al
fenotipo y, por tanto, establece una mejor comprension del funcionamiento de

diversos sistemas bioldgicos (21, 22).

1.2.1. Enfoques

Como se mencioné en parrafos anteriores, son dos los principales enfoques

que se pueden seguir en metabolémica.

1.2.1.1. Metabolémica dirigida

La metabolomica dirigida o “targeted” desarrolla métodos analiticos
cuantitativos para grupos de compuestos o para metabolitos implicados en
una via conocida. Como consecuencia se genera informacion
independiente cuya interpretacion se puede realizar en base a rutas
bioquimicas o interacciones fisioldgicas. Asimismo, este tipo de analisis
puede emplearse para obtener concentraciones exactas de metabolitos
previamente identificados por metabolémica no dirigida, con lo cual se

proporciona su respectiva validacion analitica (23).

1.2.1.2. Metabolémica no dirigida

La metabolémica no dirigida o “non-targeted” se basa en comparar los
patrones o “huellas dactilares” de metabolitos extraidos de una muestra y,
como consecuencia, puede evidenciar perturbaciones no esperadas o
innovadoras. Dentro de sus ventajas resalta el poder examinar la relacion
de distintos metabolitos interconectados que provienen de mdaltiples vias;
sin embargo, aln no es posible obtener todas las clases de metabolitos al
mismo tiempo, ya que existen factores que afectan la recuperacion de estos
y dependerd, en gran medida, de los propios grupos funcionales. Es asi que
la metabolomica “non-targeted”, en funcion de distintos parametros como

el pH, la naturaleza de la columna, la técnica de ionizacidn, entre otros,



puede proporcionar una evaluacion detallada de los metabolitos en una

muestra y, finalmente, revelar una amplia gama de metabolitos (23).

1.2.2. Principales herramientas en metabolémica

Los enfoques mencionados (“targeted” y “non-targeted”) pueden llevarse a
cabo, principalmente, mediante resonancia magnética nuclear (NMR),
espectrometria de masas (MS), cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS), cromatografia liquida de alto rendimiento
acoplada a espectrometria de masas-masas (HPLC-MS/MS), cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). La técnica utilizada
dependerd, principalmente, de la complejidad de la muestra. MS proporciona
una mejor sensibilidad y selectividad en comparacion a NMR, por lo cual es
ideal para la deteccion de metabolitos secundarios de bajas concentraciones;
sin embargo, NMR es un método no destructivo, no invasivo y con alta
reproducibilidad. Por otro lado, MS cuenta con diferentes técnicas de
ionizacion, lo que conlleva a un posible incremento del niUmero de metabolitos
que pueden detectarse. Otros metodos como, por ejemplo, la espectroscopia
del infrarrojo cercano (NIR) también puede ser utilizado. NIR, a pesar de no
ser tan sensible como los métodos basados en MS, es robusta, reproducible, no

destructiva, portatil, asequible y rapida (24,25).

1.2.2.1. Cromatografia Liquida

La cromatografia es definida como un método fisico de separacion, en
donde los componentes a separar se distribuyen entre dos fases: una de
ellas denominada estacionaria (fase estacionaria), mientras que la otra (la
fase movil) se mueve en una direccion definida (26).

La cromatografia liquida (LC), originalmente, inicié con el uso de un
adsorbente (silice o alimina) empaquetado en una columna. Una mezcla es
introducida en la parte superior de la columna y es lavada a través de ella

mediante un liquido eluyente. Si un componente de la mezcla es adsorbido



de forma débil en la superficie de la fase estacionaria sélida, este viajara
por la columna mas rapido a comparacion de otro componente que se
adsorba con mayor fuerza (27).

Por medio de mejoras en la tecnologia de las columnas y los componentes
instrumentales, se desarroll6 la cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC). Este sistema se rige por cinco componentes principales: La
bomba, distribuye la fase mdvil a través del sistema; el inyector, coloca la
muestra en la fase mdvil; la columna, contiene la fase estacionaria; el
detector, proporciona las sefiales eléctricas relacionadas a la composicion
del efluente de la columna; el sistema de datos, muestra el cromatograma
(28).

La cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UHPLC) es un método
derivado de HPLC. El principio que diferencia a UHPLC de HPLC radica
en la disminucidn del tamafio de particula para rellenar la columna, lo que
concluye en un aumento significativo en la eficacia, la resolucion y la
eficiencia. Ademas, la velocidad de andlisis y la capacidad méaxima
(ndmero de picos resueltos por unidad de tiempo) alcanzaran mejores

valores que los que se obtienen por HPLC (29).

1.2.2.1.1. Cromatografia de Fase Normal

La cromatografia liquida de fase normal se basa en las diferencias
que existen entre las interacciones polares de los analitos en una
mezcla con respecto a la fase estacionaria. En ese sentido,
mientras mayor sea la interaccion entre la fase estacionaria y el
analito, mayor sera la retencion de este ultimo. Las fases moviles
que normalmente se usan son solventes no polares (por ejemplo:
cloroformo, benceno, etc.) con una pequefia cantidad de un
aditivo polar (por ejemplo: etanol, isopropanol, etc.) para permitir
un mejor control de la retencion del analito en la columna. Por
otro lado, los materiales de empaque que cominmente se usan son
Oxidos porosos como silica (SiO2) o alimina (Al203). Asimismo,

las superficies de las fases estacionarias estan cubiertas de gran



cantidad de grupos hidroxilo, con lo cual las superficies se hacen

mas polares (30).

1.2.2.1.2. Cromatografia en Fase Reversa

A diferencia de la cromatografia de fase normal, la cromatografia
de fase reversa utiliza fuerzas de tipo hidrofdbicas o interacciones
de Van der Waals. La polaridad de la fase estacionaria es
hidrofébica, mientras que la polaridad de la fase movil es polar; lo
contrario a la cromatografia de fase normal. Este tipo de
cromatografia es de las mas utilizadas debido a su eficacia, ya que
puede discriminar entre compuestos que son bastante
relacionados, asi como la facilidad de variar la retencion y la
selectividad. Los adsorbentes empleados en este tipo de
cromatografia son materiales rigidos porosos con superficies
hidrofobicas. Asimismo, los materiales de empaque, por lo
general, son silica porosa que ha sido quimicamente modificada
(30).

1.2.2.2. Espectrometria de Masas

Es una técnica analitica con un amplio uso en distintos campos de las
ciencias bioldgicas y médicas. Su alta sensibilidad (cantidades muy bajas
pueden ser detectadas), su selectividad (compuestos con estructuras
similares son distinguidos), las capacidades de identificacion
(confirmacién de la presencia de compuestos conocidos y/o la
determinacion de compuestos nuevos) son las caracteristicas principales
que han promovido el uso de la MS (31).

Los equipos de MS miden la relacion masa-carga (m/z) de moléculas que
se encuentran cargadas y en fase gaseosa. Luego de la resolucion del
estado de carga se puede determinar las masas moleculares implicadas en

los analisis (32).



Al menos tres componentes caracteristicos son los que conforman un
espectrometro de masas: una fuente de iones capaz de convertir las
moléculas en iones; un analizador de masas, para su posterior separacion
por medio de campos electromagnéticos; un detector, para calcular la
cantidad de cada ion presente (33).

1.2.2.2.1. Fuente de iones

Su principal objetivo es ionizar y, en ciertos casos, vaporizar la
muestra. Los tipos de fuente mas utilizados en investigacién son:
la ionizacion por impacto electronico, la ionizacion quimica, la
ionizacion térmica, el sistema de ionizacion por electrospray
(ESI). Las propiedades de la muestra, el grado de ionizacién y la
fragmentacion deseada son las consideraciones que se deben
evaluar para la preferencia en el uso de un tipo de fuente con
respecto a otra (34).

ESI, mediante energia eléctrica, ayuda a la transferencia de iones
de la solucidn a la fase gaseosa antes de que sean sometidos al
analisis por MS (35). ElI mecanismo por el cual trabaja ESI se
puede describir en cuatro grandes pasos: La formacion de cargas
que transportan pequefias gotas desde el efluente del LC, la
contundente reduccion del tamafio de las gotas por medio de
procesos de evaporacion continua de disolventes y escisiones
repetidas de las pequefias gotas, la liberacion de iones desde
micro gotas altamente cargadas a la fase gaseosa y, finalmente, el
transporte de iones en fase gaseosa libre hacia el analizador de
masas (36).

Ademas, existen dos modos de ionizacién: el modo positivo y el
modo negativo. Su principal diferencia radica en como
dispondran los iones al formarse las gotas. En el modo positivo,
los iones positivos abarcan de forma preponderante las gotas
formadas, ya que el capilar, el cual transporta la muestra, se

comporta como el electrodo positivo (anodo); la placa de
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apertura, como electrodo negativo (catodo). Por otro lado, el
modo negativo presenta la situacion opuesta y, por tanto, los iones

negativos abarcan predominantemente las gotas formadas (37).

1.2.2.2.2. Analizador de Masas

Luego de que la muestra es ionizada, el haz de iones es enfocado
y dirigido a un analizador de masas, el cual separara los iones en
funcién de la relacion m/z. Algunos de los analizadores de masas
mas comunes son: El sector magnético, la trampa de iones, el
cuadrupolo, el tiempo de vuelo (TOF), los analizadores de

transformada de Fourier, entre otros (38).

El cuadrupolo es uno de los analizadores de masa mas utilizados
por ser robusto, econémico y pequefio. Este sistema consiste en
un conjunto de cuatro varillas metélicas que se mantienen a la
misma distancia en forma paralela, cada par de varillas opuestas
se conectan eléctricamente. Es asi que un campo eléctrico
formado hace que los iones se desplacen hacia adelante en la
direccion z con un movimiento oscilatorio en el plano x-y. La
amplitud de la oscilacion se relaciona de forma unica con la
relacion m/z y es posible controlarla mediante los cambios
aplicados en los voltajes. Por tanto, los voltajes pueden disponerse
de tal forma que las amplitudes de oscilacion para relaciones m/z
deseables sean estables con los iones que se transportan a lo largo
del eje z, sin necesidad de tocar las barras, y asi alcanzar el
detector. Por otro lado, las amplitudes de iones que no se deseen
seran mas grandes e inestables, con lo cual llegaran a encontrarse
con las barras de metal, se neutralizaran y no podran alcanzar el
detector (35).

Otro analizador de masa bastante empleado es la trampa de iones,

el cual consta de tres electrodos hiperbdlicos: el electrodo de
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anillo, el electrodo de tapa de entrada y el electrodo de tapa de
salida. Los electrodos mencionados son capaces de formar una
cavidad en la que se puede almacenar y analizar iones. Los
electrodos de tapa cuentan con un pequefio orificio en sus centros
por el cual viajan los iones, mientras que el electrodo de anillo se
ubica en el medio de los dos electrodos de tapa. Una vez que los
iones producidos desde la fuente ingresan a la trampa por medio
del cuadrupolo y el electrodo de tapa de entrada, se aplican
distintos voltajes para retener y expulsar iones en base a sus
relaciones m/z. Bajo esa premisa, se produce un campo
tridimensional dentro de la cavidad de atrapamiento. Asi, los
iones quedaran atrapados mientras oscilan de forma estable,
donde la trayectoria dependerad del potencial de captura y de la
relacion m/z de cada ion. Finalmente, el potencial del sistema de
electrodos es alterado para modificar las trayectorias de los iones
y, como consecuencia, despedir los iones en orden creciente de su
relacion m/z, luego son enfocados por la lente de salida y
detectados por el sistema de deteccion de iones (35). Dentro de
este tipo de analizadores de masa se encuentra el “Orbitrap”, el
cual esta constituido por dos electrodos externos y un electrodo
central, lo cual permite que trabaje como analizador y detector.
Los iones ingresados al “Orbitrap” son capturados por medio de
“compresion electrodinamica”, luego empiezan a oscilar
alrededor del electrodo central y entre los dos electrodos externos.
Asi, distintos iones oscilan a diferentes frecuencias y, por tanto,
empiezan a separarse. Cuando se miden las frecuencias de
oscilacién inducidas por los iones en los electrodos externos, se
adquieren los espectros de masas mediante la deteccion de la

corriente de imagen (39).
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1.2.2.2.3. Sistemas de deteccion de iones

En un inicio, los espectrémetros de masas usaban placas
fotoliticas como detectores; sin embargo, estas han sido
reemplazadas por detectores electronicos. De esta manera, los
detectores mas utilizados son el multiplicador de electrones y la
placa de microcanal. Ambos se rigen bajo el mismo principio, en
donde los iones golpean una placa de metal y, como
consecuencia, generan una cascada de emisiones de electrones, la

cual es medible (34).

1.2.2.2.4. El espectro de masas

El espectro de masas es una forma grafica para visualizar la
cantidad relativa de sefiales de iones en comparacion a las
relaciones m/z. Es bastante frecuente que la sefial mas alta se
considere como el 100% de abundancia, mientras que las demas
sefiales se expresan como una fraccion o porcentaje de esta. En
algunos casos, como en la fragmentacién de iones moleculares
protonados o desprotonados obtenidos por ESI, los espectros de
masas son relativamente sencillos; sin embargo, el espectro podria
complicarse, por ejemplo, en la protonacién de mdaltiples
proteinas y/o péptidos producidos por ESI (35).

Los resultados obtenidos por cualquiera de las técnicas mencionadas, tales

como resonancia magnética nuclear o cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas, son estudiados utilizando diferentes herramientas

estadisticas de analisis multivariado.

1.3. Analisis Multivariado

Los datos multivariados representan observaciones realizadas a distintas variables

diferentes para cierta cantidad de individuos u objetos. Este tipo de datos se

evalUan en todas las ramas cientificas y los métodos de analisis correspondientes
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establecen un &rea de estadistica cada vez més relevante. Existe una amplia
variedad de técnicas para el analisis multivariado, segun el tipo de datos, el tipo de
problema y los objetivos, se elegird la técnica mas adecuada. Sin embargo, el
objetivo principal que persiguen es el mismo: Simplificar un gran conjunto de
datos por medio de relativamente pocos parametros (40).

1.3.1. Andlisis de Componentes Principales

El analisis de componentes principales (PCA) es considerado una herramienta
estadistica donde un gran grupo de variables es convertido en un conjunto de
nuevas variables de menor dimension, las cual se denominan componentes
principales. Como en cualquier conjunto de datos, es posible que la
informacion importante se encuentre en algunas fuentes dominantes de
variabilidad, mientras que otras fuentes (ejemplo: ruido durante las
mediciones) no aportan informacion de carécter relevante. La naturaleza
multidimensional es una caracteristica de diversos sistemas y, solo en raras
ocasiones, toda la informacion latente que exista en un conjunto de datos se
encontrard contenida en una sola medicién; en contraposicion, esa
informacion, en la mayoria de casos, tendrd contribuciones de distintas
mediciones. Asi, el objetivo del PCA es reflejar esta informacion latente
contenida en el conjunto de datos mediante un nimero menor de variables y,
de esta manera, cada una de estas nuevas variables llamadas componentes
principales serd una combinacion lineal de las variables originales. El primer
componente principal extraido capturarad la mayor cantidad de variabilidad en
el conjunto de datos y cada componente posterior que se obtenga capturara la
mayor cantidad de varianza residual. De esta manera se descarta la variacion
irrelevante debido a la redundancia y al ruido e, incluso, se permite una mejor
representacion grafica (41). Es decir, las componentes principales seran no

correlacionadas y, por tanto, se mostraran una perpendicular a la otra (42).
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1.3.2. Andlisis discriminante de proyecciones ortogonales a estructuras latentes

La regresion por minimos cuadros (PLS) es un método de analisis
multivariado, el cual relaciona una matriz descriptiva X y una matriz de
respuesta Y. Puede emplearse en analisis de discriminacion (PLS-DA) de
estructuras de datos cualitativos. Por otro lado, la correccién de la sefal
ortogonal (OSC), al momento de usar informacion en la matriz de respuesta Y,
es capaz de identificar una variacion sistematica en la matriz descriptiva X, la
cual es ortogonal y no correlacionada con Y. Entonces, OPLS se presenta
como una extension del método PLS y que presenta un filtro OSC. Dicho de
otro modo, OPLS usa informacién en la matriz Y para descomponer la matriz
X en bloques de variacién estructurada correlacionados y ortogonales a Y,
respectivamente. OPLS, de forma analoga a PLS-DA, puede utilizarse para la
discriminacion (OPLS-DA) (43).

133.R2y Q?

PCA, PLS, OPLS-DA muestran valores que indican la calidad de los modelos
realizados, conocidos como R? y Q2 El R? puede interpretarse como el
porcentaje de varianza en una variable dependiente que es explicada o
predicha por todas las variables predictivas en una regresion multiple, por lo
que representa una medida del ajuste del modelo a los datos originales.
Asimismo, el Q? se reporta como resultado de una validacion cruzada y es una
medida de tipo cualitativa sobre la coherencia entre los datos predichos y los
originales. Si bien no existen estandares de valores exactos de R? o Q2 de
forma empirica, valores mayor a 0.5 o cercanos a 1 demuestran que el modelo

estadistico aplicado es correcto (44).

1.3.4. S-Plot

El S-plot es una herramienta que permite una mejor visualizacion e
interpretacion de modelos multivariados, como en el caso del OPLS-DA,

donde se pueden tener dos a mas clases. La grafica en forma de “S” exhibe la
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covarianza y la correlacion entre los metabolitos, asi como la designacion de
las clases modeladas. Por tanto, la grafica “S” contribuye a la identificacion de
metabolitos estadisticamente significativos en funcién de las contribuciones al

modelo y su confiabilidad (45).

1.3.5. Seleccion del Método

En experimentos de tipo “non-targeted”, la eleccion del método se basa en los
datos y los objetivos experimentales. En ese sentido, la aplicacion de un PCA,
en un inicio, supone una primera observacion que proporciona informacion
sobre la estructura del conjunto de datos y las relaciones entre grupos. Esto
altimo es aconsejable durante estudios exploratorios en los cuales las
diferencias metabolémicas entre grupos pueden ser desconocidas o,
simplemente, impredecibles. Sin embargo, aun cuando la estructura del
conjunto de datos puede ser predecible, una primera aproximaciéon con un
PCA proporciona una confirmacion adicional antes del analisis por métodos
supervisados. Un andlisis PLS u OPLS guiado por puntajes de PCA
correctamente separado tiene mayor probabilidad de producir resultados

relevantes (44).
Actualmente, para llevar a cabo los métodos de analisis multivariado, tales como
PCA, OPLS-DA, S-Plot, se pueden utilizar distintos programas de analisis

estadistico.

1.4. Programas en metabol6mica

1.4.1. MS-DIAL

Este programa es de libre acceso y esta dirigido para trabajos de metabolomica
“non-targeted”. GC-MS, LC-MS son algunos de los instrumentos con los que
puede trabajar. Puede emplearse para realizar el pretratamiento de los datos

como la deconvolucion, alineacion y normalizacion. Finalmente, cuenta con

16



una base de datos propia para la identificacion de sefiales cromatogréficas.

(46).

1.4.1.1. Pretratamientos

1.4.1.1.1. Deconvolucion

El procedimiento de deconvolucion se refiere a separar, con uso
de softwares computacionales, componentes que pueden coeluir.
En ese sentido, se crean espectros independientes para cada
componente. Asi, la deconvolucidn estima cuanto contribuye cada
componente al cromatograma de ion extraido (EIC), cuando este

es formado por dos 0 mas componentes (47).

1.4.1.1.2. Alineacién

Las variaciones en el tiempo de retencién y en la m/z pueden ser
ocasionadas por distintos factores, los cuales pueden ser la
temperatura del ambiente, la humedad, fluctuaciones del pH de la
fase movil, cambios en la presion, etc. Es asi que el proceso de
alineacion debe ser ejecutado antes de algin tratamiento
estadistico, en especial porque los tiempos de retencion son

diferentes para cada muestra (48).

1.4.1.1.3. Normalizacion

Las variaciones sistematicas entre perfiles metabolomicos de
distintas muestras pueden darse por factores que sean
independientes con respecto a los procesos bioldgicos, tales como
cambios en la sensibilidad del detector del equipo o diluciones de
la muestra. En ese sentido, con el objetivo de asegurar que los
espectros puedan ser comparables entre cada corrida —y en

especial si se trata de muestras relacionadas—, el proceso de
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normalizacion se emplea para la identificacion y la exclusion de
las posibles fuentes de variacién mencionadas (49).

La interpolacion cubica y la regresion local (LOESS) son tipos de
normalizacion utilizados por MS-DIAL. La interpolacion cubica
es una funcion cubica por partes que interpola un conjunto de
puntos de datos y asegura la suavidad de los puntos. Por su parte,
LOESS es una técnica no paramétrica para describir relaciones
bivariadas donde la férmula funcional no se conoce previamente
(50,51).

1.4.2. MS-FINDER

Este es un programa universal cuyo objetivo es el establecer una mejor
prediccion en las férmulas quimicas de los metabolitos, asi como la
elucidacién de las estructuras correspondientes. Asimismo, el programa puede

comparar los datos espectrales desconocidos con bases de datos publicas (52).

1.4.3. SIMCA

Este programa faculta una sencilla interpretacion y andlisis de gran cantidad de
datos, es utilizado cominmente para realizar PCA, PLS, OPLS-DA, etc. Una
de sus mas notables ventajas es su sensibilidad a la calidad de los datos para
generar modelos de componentes principales. Los diagndsticos para evaluar la
calidad de los datos son el poder de modelado, qué tan bien una variable
favorece a las componentes principales a modelar la variacion; el poder
discriminatorio, qué tan bien la variable refuerza a los componentes
principales a clasificar las muestras en el conjunto de datos. Aquellas variables
con bajo poder de modelado y discriminatorio, por lo general, se eliminan para
disminuir el ruido de los componentes principales (53).
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Algunos de estos programas usan sus propias bases de datos, otros toman bases de
datos publicas en linea o tienen la posibilidad de importar librerias de compuestos

adquiridas de forma independiente.

1.5. Bases de datos

La identificacibn de metabolitos en experimentos de metabolomica es
cominmente realizada mediante la comparaciéon de la informacion
espectroscopica con librerias o bases de datos de metabolitos conocidos. Este
proceso puede ser realizado manualmente; sin embargo, para perfilados de
metabolomica no dirigida el trabajo se complica por la gran cantidad de
informacion obtenida. Existen diversas herramientas computacionales que pueden
ser utilizadas para llevar a cabo la identificacidn estructural. A continuacién se
presentaran algunas bases de datos que son empleadas con frecuencia en

experimentos metaboldmicos no dirigidos (54).

1.5.1. METLIN

Esta libreria de metabolitos es presentada como una pagina web de libre
acceso. Cuenta con mas de 240 000 compuestos dentro de los cuales se
incluyen metabolitos enddgenos de distintos organismos (bacterias, humanos,
plantas, etc.) y metabolitos exdgenos como farmacos u otras sustancias
sintéticas. Ademas, METLIN ha obtenido datos de MS/MS de alta resolucion
de méas de 13 000 estandares quimicos distintos con energias de colision
diferentes y en los modos positivo y negativo. Esta plataforma también ofrece
la posibilidad de subir los datos de MS/MS obtenidos de forma experimental
para poder compararlos automaticamente con los propios datos de METLIN
(55).

1.5.2. Human Metabolome Data Base

Es una base de datos electrénica bastante completa que alberga informacion

detallada sobre metabolitos encontrados en el cuerpo humano, sus roles
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biolégicos, rutas metabdlicas, cantidades fisiologicas y espectros
correspondientes. También conocida como HMDB desde 2007, es considerada
la herramienta de preferencia en estudios metabolémicos humanos, ya que
también contiene datos cuantitativos fisicos, quimicos, bioldgicos y clinicos

sobre los metabolitos adquiridos de forma experimental (56).

1.5.3. NIST 14

Esta base de datos espectral creada por el Instituto Nacional de Ciencia y
Tecnologia contiene mas de 200 000 espectros ESI MS/MS de moléculas
pequefias, con lo cual se incluye lipidos, péptidos bioldégicamente activos,
dipéptidos y tripéptidos. Estos datos fueron adquiridos gracias a instrumentos
de alta y baja resolucion, con uso de trampa de iones, en modos positivo y
negativo. Asimismo, el programa “NIST MS Search” se emplea para la
identificacién de compuestos en donde se comparan los espectros de masas
experimentales con los de la libreria (55).

1.5.4. Diccionario de Productos Naturales

El diccionario de productos naturales (DNP) es una base de datos elaborada a
partir de la base de datos quimica de Chapman & Hall. Incluye informacion
sobre las propiedades fisicas, quimicas y biologicas de diversos compuestos;
asi como distintas nomenclaturas y estructuras correspondientes. EI DNP es
considerado una base de datos singular y completa sobre productos naturales.
Aquellos productos naturales que estén estrechamente relacionados se
organizan en una misma entrada, con lo cual las busquedas se simplifican y
son maés eficaces. Cada producto natural conocido es documentado de forma
virtual y se dispone de forma organizada. Asimismo, se tienen productos
naturales de estructura no conocida cuya cobertura de investigacion esta

progresando por medio de busquedas retrospectivas (57).
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Gracias a la implementacién de estas y otras bases de datos, las investigaciones en
metaboldmica pueden identificar, de forma putativa, metabolitos que pueden ser

utilizados como marcadores.

1.6. Identificacion y Validacion de Metabolitos

Uno de los objetivos mas relevantes en metabolémica ha sido el descubrimiento
de biomarcadores y, en especial, de aquellos que se puedan relacionar con
diversas caracteristicas fenotipicas. Existen dos grandes obstaculos en la
investigacion metaboldmica; la identificacion de metabolitos y la validacién de
biomarcadores. En cualquier experimento metabolomico “non-targeted” solo es
posible identificar un subconjunto de todos los metabolitos presentes en la
muestra. Esto ha ido mejorando con el uso de herramientas “in silico”, el
desarrollo de bases de datos de metabolitos y la sintesis de compuestos estandar

para la confirmacidn de la identidad de los metabolitos (23).
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Il. PREGUNTA DE INVESTIGACION Y OBJETIVOS

2.1. Pregunta de Investigacion

e (Es posible diferenciar las variedades plomo clara (“Chilliwa”) y roja
(“Ramis”) de kafiiwa (Chenopodium pallidicaule Aellen) empleando
técnicas de metabolomica?

e Existen diferencias significativas entre los perfiles metabolomicos de las

dos variedades de kafiiwa?

2.2. Objetivos

2.2.1. General

e Discriminar dos variedades de kafiiwa (Chenopodium pallidicaule
Aellen), plomo clara (“Chilliwa”) y roja (“Ramis”) provenientes del

departamento de Puno, por medio de estudios metabolémicos.

2.2.2. Especificos

e Determinar los perfiles metaboldmicos de las variedades de kafiwa
“Chilliwa” y “Ramis” por medio de cromatografia liquida de ultra alto
rendimiento acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion
(UHPLC-HRMS).

e Elucidar los compuestos quimicos que sean potenciales marcadores en

la diferenciacién de las dos variedades de estudio.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

e Balanza analitica Adventurer® OHAUS — Modelo AX224

e UHPLC Dionex Ultimate 3000 Thermo Scientific

e Columna Phenomenex, Luna ® Omega C18 100 A; tamario de particula de
1.6 um, dimensiones de 150 x 2.1 mm.

e Espectrometro de masas Thermo Scientific™ Q Exactive™ hibrido
Cuadrupolo-Orbitrap.

e Centrifuga Hettich Universal 320 R

e Vortex Mixer Corning LSE 6776

e Molinillo de granos secos BOSCH — Modelo MKM6003

e Metanol LC-MS

e Acetonitrilo LC-MS

e Acido Férmico LC-MS

e Aguatipo I (Resistividad 18 MOhm-cm)

3.2. Obtencion de la muestra

Las variedades de kafiwa estudiadas fueron la kafiiwa plomo clara (“Chilliwa”) y
kafiiwa roja (“Ramis”). Las muestras corresponden a las semillas de la kafiwa, las
mismas que fueron compradas al Dr. Mario Tapia NUfiez, quien es un productor
de kafiiwa del distrito de Ayaviri, provincia de Melgar, departamento de Puno.
(Anexo 1)

3.3. Preparacion de las muestras

El protocolo de extraccién se generd en base al estudio metabolomico de
Bijttebier et al. (58) y puede visualizarse en el Anexo 2.
Una vez realizada la molienda de las semillas con uso del molinillo, se pes6 100

mg de muestra por triplicado y se colocaron en tres microviales de centrifuga
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Eppendorf® de 1.7 mL. A cada microvial se le afiadié 800 uL de metanol al 80%
en agua tipo I, se colocaron por un minuto en vortex, 10 minutos por ultrasonido y
un minuto por vortex nuevamente. Posteriormente, se centrifugd a 10 000
revoluciones por minuto (rpm) por 10 minutos a una temperatura de 4°C.

Luego de esta primera ronda de extraccion se recolectdé 400 pL de los
sobrenadantes de cada microvial y se traspasaron a otros tres nuevos microviales.
Seguidamente, se realizd una segunda ronda de extraccion con los sedimentos
restantes de la primera ronda. Esta segunda ronda fue realizada de la misma forma
que la primera; sin embargo, al final se recolectd6 800 uL de sobrenadantes en
lugar de 400 pL, los cuales fueron traspasados a los tres nuevos microviales
mencionados anteriormente. Asi, se obtuvo tres microviales cada uno con 1200
ML de sobrenadante.

El mismo procedimiento fue efectuado para tratar la segunda variedad de kafiiwa.

Finalmente, se prepararon muestras para el blanco y el control de calidad (QC). El
QC consistio en la mezcla de 100 L de los seis extractos (ambas variedades de
kafiwa) realizados, con lo cual el QC conté con 600 pL. Este control se realiza
debido a la variabilidad en los tiempos de retencion que pueden aparecer entre
cada corrida. Mientras que el blanco sera el mismo solvente utilizado para la

extraccion (metanol 80%).

3.4. Condiciones de la cromatografia

Se elaboraron dos sistemas para la separacion por UHPLC. El sistema A consistio
en agua tipo | con &cido formico (FA) al 0.1% y el sistema B, Acetonitrilo (ACN)
con FA al 0.1% (58).

La tabla 1 muestra los porcentajes utilizados de cada sistema durante la

cromatografia.
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Tabla 1: Sistema de gradientes para la corrida cromatogréafica

Tiempo Sistema A Sistema B
0 a 5 minutos 95% 5%
5 a 10 minutos 5% 95%
10 a 12 minutos 5% 95%
12 a 12.2 minutos 95% 5%
12.2 a 15 minutos 95% 5%

3.5. Analisis de datos

La informacion obtenida por medio de UHPLC-HRMS fue importada,
deconvolucionada, alineada y normalizada con uso del programa gratuito MS-
DIAL. La identificacion de los metabolitos se realizd con los programas MS-
DIAL, MS-FINDER vy la base de datos del “Dictionary of Natural Products”
(DNP) 26.2. Finalmente, para el analisis multivariado (Analisis de componentes
principales (PCA), Proyecciones ortogonales a estructuras latentes-Analisis
discriminante (OPLS-DA) y S-plot) y la identificacion de biomarcadores se utilizd
el software SIMCA.
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IV. RESULTADOS

Realizado el protocolo de extraccidn y andlisis cromatografico por medio de UHPLC-
HRMS, se obtuvieron los siguientes perfiles metabolomicos.

En la figura 2 se observa el Cromatograma de iones totales (TIC) de la variedad plomo
clara “Chilliwa” en modo positivo y modo negativo. Se evidencia que las sefiales

cromatograficas tienen mayor intensidad en el modo negativo.
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Figura 2: TIC de Chenopodium pallidicaule en extracto metandlico de semillas de
Kaniwa plomo clara “Chilliwa”, analizado por UHPLC-HRMS en modo positivo

(A) y modo negativo (B)
En la figura 3 se muestra el TIC de la variedad roja “Ramis” en modo positivo y

negativo. Se evidencia que las sefiales cromatograficas tienen mayor intensidad en el

modo negativo.
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Figura 4: TIC de Metanol al 80% (Blanco) obtenido por UHPLC-HRMS en modo
positivo (A) y modo negativo (B)
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Entre las figuras 2 y 3 se observa que las sefiales cromatogréficas relevantes aparecen al
inicio (entre el minuto 1 al minuto 2) y al final (entre el minuto 10 al minuto 15).
Asimismo, se observa similitud entre ambas, pero no son completamente iguales. Para
analizar con mayor detalle es necesario observar las sefiales del solvente utilizado
(Figura 4). La sefial mas intensa se observa en los minutos 14.88 y 13.87 en los modos

positivo y negativo, respectivamente y su abundancia relativa fue de 466.53.

La figura 5 muestra el TIC del QC, el cual es la mezcla de 300 pL de cada muestra Mix.
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Figura 5: TIC del QC obtenido por UHPLC-HRMS en modo positivo (A) y modo
negativo (B)

Mediante el software MS-DIAL se encontraron 2189 sefiales cromatograficas
(“features™) en el modo positivo y 2779 en el modo negativo, las cuales, ademas de las
sefiales de los metabolitos extraidos de las variedades de kafiiwa, incluyen también las
sefiales cromatograficas de los posibles contaminantes presentes en los solventes,
material de plastico, contaminantes del sistema UHPLC, posibles formaciones de
aductos, entre otras sefiales.

El proceso de deconvolucidn, alineamiento y normalizacion se efectudé usando el mismo
programa mencionado. Luego, estos datos fueron exportados al software SIMCA para

realizar el PCA.
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Bajo esa premisa, se excluyeron aquellos datos cuya relacion entre el promedio del area
del blanco y del QC sea mayor a 1.5; cuyo valor p sea mayor a 0.05 en la prueba “T de
Student”; y cuyo error relativo (RSD) de las areas de las muestras de control sea mayor
a 30%. De esta forma se asegura que el PCA realizado contenga la informacion méas
relevante.

En las figuras 6 y 7 se muestran los PCA realizados de los TIC en modo positivo y
modo negativo, respectivamente. Se puede observar que las muestras para una misma
variedad de kafiiwa estan agrupadas; asimismo, existe una clara separacion entre las dos
variedades de kafiwa. Los puntos correspondientes al QC siempre se mantienen en el
medio entre ambos grupos de variedades.

Por otro lado, el primer componente (PC1) y el segundo componente (PC2) de los PCA
explican el 50% y el 32% de la varianza, respectivamente para el modo positivo; el 70%
y el 11% de la varianza, respectivamente para el modo negativo.

Los R? y Q? de los PCA son de 0.81 y 0.639, respectivamente para el modo positivo;

0.815 y 0.591, respectivamente para el modo negativo.
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Figura 6: Andlisis de Componentes Principales (PCA) de las dos variedades de Kafiiwa.
Modo positivo

K1: Kaniwa “Chilliwa”. K2: Kaniwa “Ramis”
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K1: Kaniwa “Chilliwa”. K2: Kaniwa “Ramis”

La figura 8 muestra el PCA realizado por la combinacion de los TIC del modo positivo
y el modo negativo. Al igual que los PCA anteriores, se observan las separaciones entre
las dos variedades. EI PC1 y el PC2 explican el 53% y el 27% de la varianza. Los R? y

Q?de los PCA son de 0.793 y 0.616, respectivamente.

-
W«
.'}‘

K2 SN KA
S i '/__ / ® ‘-.III
a | @ | | |
] \_./} | "-.\ fa'l
\g !/

PC1
PC1=53%; PC2=27%; R2=0.793; Q2=0.616
Figura 8: Analisis de Componentes Principales (PCA) de las dos variedades de Kafiwa.
Modo positivo y negativo
K1: Kaniwa “Chilliwa”. K2: Kafiiwa “Ramis”
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La figura 9 muestra el OPLS-DA realizado en base al PCA obtenido por la combinacion
de los TIC del modo positivo y el modo negativo. El programa SIMCA analiza los datos
con la correspondiente clasificacion de las variables. Se observa una clara separacion de

las variedades y estadisticamente es significativa, ya que el R>es 1y el Q?es 0.994.
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Figura 9: OPLS-DA

K1: Kaniwa “Chilliwa”. K2: Kaniwa “Ramis”

En la figura 10 se muestra el diagrama S-Plot realizado en base al analisis OPLS-DA.
En dicho programa los puntos agrupados en el centro de las graficas representan los
compuestos quimicos compartidos por ambas variedades.

Asimismo, se observa que los puntos mas alejados al extremo derecho representan los
posibles biomarcadores de la kafiiwa roja “Ramis”; mientras que al extremo izquierdo

se observan los posibles biomarcadores de la kafiiwa plomo clara “Chilliwa”.
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Figura 10: S-Plot del modelo OPLS-DA
K1: Kadiwa “Chilliwa”. K2: Kaniwa “Ramis”

En ese sentido, el software SIMCA permite, mediante la comparacion de los espectros
de masas, identificar putativamente biomarcadores para la diferenciacion de estas dos
variedades (Tabla 2). El programa encontrd 20 posibles biomarcadores, de los cuales
solo uno no pudo ser identificado. En donde el N-Acetiltriptofano y la Crustecdisona
son los puntos mas alejados hacia los extremos derecho e izquierdo del S-Plot,
respectivamente.

El rango de pesos de los biomarcadores potenciales varia desde 153 hasta 885 umas.
Ademas, cinco metabolitos tienen un tiempo de retencion alrededor del minuto 1,

mientras que los demas se encuentran posteriores al minuto 10.
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Tabla 2: Biomarcadores potenciales para la diferenciacion de K1 (kafiiwa plomo clara
“Chilliwa”) y K2 (kafiiwa roja “Ramis”)

Biomarcador Modo de Masa Promedio Tiempo K1l K2
ionizacion | promedio | de Retencion (min)
N-Acetiltriptéfano Negativo 245.091 11.14 v
Delfinidina-o-(6"-O-alfa-
ramnopiranosil-beta- Negativo 609.144 10.8 v
glucopiranosida)
2',5'-Dihidroxiflavona 5'-acetato Negativo 295.059 12.83 v
N-trans-sinapoiltiramina Negativo 342.133 11.94 v
Isoramnetina-3-Glucdsido Negativo 755.201 10.45 v
Gluconato Negativo 195.049 1.15 v
Acido L-N- (1H-Indol-3-il acetil) Dositive 291096 1114 y
aspartico
Annularin H Positivo 413.143 10.97 v
Kaempferol 4'-metil éter 3-(2Glc- )
glucosilrutinosida) Negativo 769.216 10.68 v
Isoramnetina-3-O-Rutinosida Negativo 623.159 11 v
Crustecdisona Negativo 525.304 10.81 v
Acido vernélico Negativo 295.226 14.15 v
Makisterona B Negativo 539.32 11.02 v
Acido pinélico Negativo 329.232 12.23 v
2',6,7-Trihidroxiisoflavona Negativo 283.066 1.62 v
Desconocido Positivo 153.04 1.61 v
Acido floionélico Negativo 331.247 12.19 v
Oxipurinol Positivo 153.04 1.22 v
Xantosina Negativo 283.066 1.22 v
Genkwadaphnin-20-palmitato Negativo 885.444 11.43 v
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V. DISCUSION

Trabajos como los de Repo et al. (59) utilizan métodos de extraccion con uso de
solventes organicos para la obtencidn de compuestos hidrofilicos y lipofilicos de kafiwa
por separado; sin embargo, aln no se ha desarrollado un método de extraccidn integral
para semillas de kafiiwa. Esto todavia resulta un desafio para estudios metabolémicos
no dirigidos que tengan como objetivo el andlisis de semillas, plantas, alimentos o
cualquier sistema biologico (60). EI método de extraccion realizado es efectivo y otros
estudios como los de Bianco et al. (61), Chang et al. (62), Dinelli et al. (63), también
proponen la molienda, extraccion con un solvente por sonicacion y centrifugacion para
alimentos sélidos que tengan bajo contenido de agua como, por ejemplo, semillas de
cereales.

Posteriormente, los cromatogramas obtenidos mostraron que la extraccion y el analisis
UHPLC-HRMS, con uso de la columna de fase reversa, fueron adecuados, ya que se
encontrd gran cantidad de metabolitos de mediana y baja polaridad. Ademas, se
evidencio una correcta distribucion a lo largo de la corrida; sin embargo, para lograr que
las sefiales iniciales, considerados los de mayor polaridad, tengan una mejor resolucion,
se recomienda un estudio complementario con uso de una columna de cromatografia
liquida de interaccion hidrofilica (HILIC).

Los estudios sobre kafiiwa en base a su perfil quimico son limitados, mucho menos
sobre metabolomica. Es por ello que en los siguientes parrafos se comparan los
resultados con algunos estudios metabolomicos que tienen como objeto de estudio
especies relacionadas.

El estudio de Abu-Reidah et al. (64) reportd 179 compuestos de las semillas de una
planta herbacea anual denominada Vicia Faba L. (Fabaceae). Esta fue sometida a
tratamientos con metanol 80% y técnicas analiticas como UHPLC-ESI-QTOF-MS con
uso de una columna Luna C18. En donde se identificd, en su mayoria, compuestos
fendlicos, gran parte eran flavonoides como prodelfinidinas, procianidinas, flavonas,
etc. Asimismo, compuestos como acidos organicos, alcaloides, terpenoides, entre otros.
Algunos de los biomarcadores de kafiiwa presentados en este trabajo pertenecen a la
misma familia de compuestos que los reportados por el estudio de Abu-Reidah et al.
(64).
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El PCA permitié un buen agrupamiento y separacion entre las dos variedades de
kafiiwa, lo cual se evidencio en los tres PCA presentados. El estudio metabolomico
“non-targeted” de Righetti et al. (65), el cual tuvo como objetivo discriminar variedades
de cereales antiguos (Triticum spp.), mostr6 PCA para los modos positivo y negativo,
cuyos PC1 y PC2 explican el 32.9% y 17.1% de la varianza (ESI positivo); 25.8% y
21.4% de la varianza (ESI negativo). Ademas, sus R? y Q? son 0.816 y 0.663 (ESI
positivo); 0.89 y 0.778 (ESI negativo). Estos valores indicaron un buen modelo para la
discriminacion correspondiente y son similares a los obtenidos en este estudio.

El OPLS-DA efectuado reforzé la discriminacién mediante una mejor separacion de las
clases (variedades de kafiiwa). Asimismo, el R? y el Q? fueron 1y 0.994. Por otro lado,
para la discriminacion de variedades de trigo, Righetti et al. (65) efectué un OPLS-DA,
el cual obtuvo valores de R? (ESI positivo y ESI negativo) mayores a 0.5 y Q% mayores
a 0.9. Los R? mayores a 0.5 y los Q? cercanos a 1 resultantes de este estudio y el de
Righetti et al. (65) demuestran el correcto y buen modelo estadistico aplicado. Por otro
lado, el OPLS-DA se considera un paso previo para realizar el S-Plot.

El S-Plot permitié encontrar biomarcadores potenciales para la diferenciacion quimica
de las dos variedades de kafiiwa de estudio. Segun la tabla 2, elaborada a partir de la
informacion del S-Plot, se encontrd 20 compuestos, dentro de los cuales se identificaron
19. Sin embargo, cabe resaltar que la identificacién certera de dichos biomarcadores

deberia realizarse con estandares quimicos para cada compuesto.

Por medio de los programas utilizados, se encontraron 10 biomarcadores potenciales
para la kafiiwa plomo clara “Chilliwa”. En donde, uno de ellos no pudo ser identificado
y cuya masa es 153.04 umas en un tiempo de retencion de 1.61. Asimismo, los otros 9
metabolitos, los cuales si fueron identificados, se describen en los siguientes parrafos.
La Crustecdisona (C27H4s07) es considerada una hormona esteroidal cuya funcion
consiste en la regulacién de los procesos de muda en insectos (66). Sin embargo,
también ha sido aislada de plantas como Podocorpus elatus, Podocarpus macrophyllus
y Polypodium vulgare L. (67)

El acido verndlico (C1gH3203), esta sustancia de naturaleza lipidica, de forma especifica,
acido graso epoxigenado, se ha reportado en semillas de Euphorbia lagascae, Crepis
plaestina y Vernonia galamensis. Actualmente es utilizado para la elaboracion de

pinturas, plasticos, etc (68).

35



La Makisterona B (C2sH4s07) es un compuesto que pertenece a los fitoecdisteroides
(69). Los fitoecdisteroides han sido identificados en mas de 100 familias de plantas.
Dinan et al. (70) report6 que esta categoria de compuestos se encontraba en gran parte
del subgénero Chenopodium.

El &cido pinélico (CigH340s) es un metabolito derivado del acido linoleico (71).
Oueslati et al. (72) reportaron la presencia de este compuesto en Salsola tetrandra, un
arbusto de la subfamilia Chenopodiaceae.

La 2',6,7-Trihidroxiisoflavona es una flavona, una clase de flavonoide. Los flavonoides
estan ampliamente distribuidos en distintas plantas y son conocidos por sus actividades
bioldgicas, como por ejemplo su capacidad antioxidante (73).

El &cido floiondlico (CigHssOs) es un acido graso de cadena larga, generalmente
constituido por una seccién alifatica de entre 13 y 21 atomos de carbono. Puede
encontrarse en algunas frutas, en plantas como Olea europea, cera de manzana, Agave
americana. Asi como constituyente de la cuticula de diversas plantas (74).

El oxipurinol (CsH4N4O>) se clasifica como un inhibidor de la enzima xantina oxidasa,
la cual se encarga de transformar la hipoxantina y la xantina a acido urico (75).

La xantosina (C10H12N4Os) es un nucledsido de tipo purina, su estructura puede
describirse como una xantina unida a una ribofuranosa por medio del enlace beta-N(9)-
glicosidico (76). Por otro lado, es utilizado como precursor en la formacion de cafeina
en algunas plantas (77).

El compuesto Genkwadaphnin-20-palmitato es un diterpeno obtenido de extractos de
Daphne oleoides. Su estructura cuenta con alta cantidad de 4&tomos de oxigeno. Ademas,
ha demostrado tener una potente actividad citotdxica contra algunas lineas celulares
(78).

Por otro lado, por medio de los programas utilizados, se ha identificado 10
biomarcadores potenciales para la kafiiwa roja “Ramis” los cuales se describen en los
siguientes parrafos.

El N-acetiltriptofano (C13H14N203) es un derivado del aminoacido triptofano (79).

La delfinidina-o-(6"-O-alfa-ramnopiranosil-beta-glucopiranosida) pertenece a la familia
de las antocianinas. Torskangerpoll et al. (80) reportaron la presencia de dicho
compuesto en flores de distintas variedades de tulipanes. Las antocianinas son
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compuestos hidrosolubles, los cuales, por lo general, se encuentran glicosilados y
aportan colores como rojo, azul o parpura a vegetales y frutas (81).

La 2',5-Dihidroxiflavona 5'-acetato (C17H120s) es una flavona, una clase de flavonoide,
la cual ha sido reportada por Wollenweber et al. (82) en especies de Primula.

La N-trans-sinapoiltiramina (Ci9H2:NOs) pertenece a los derivados del &cido
hidroxicinamico (83), los cuales se caracterizan por ser compuestos polifendlicos
obtenidos por medio de la ruta bioquimica del mevalonato-shikimato en plantas (84). N-
trans-sinapoiltiramina ha sido aislada de las especies Piper boechmeriaefolium y
Lindera glauca (85,86)

La Isoramnetina-3-Glucoésido (C22H22012) es una glicosiloxiflavona (87), pertenece al
grupo de metabolitos secundarios denominados flavonoides, a los cuales se les conoce
por su actividad antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana (88).

El Gluconato (Ce¢H1107") es una base conjugada del acido D-glucénico (89). Las sales
de gluconato son sustancias naturales que pueden ser utilizados como aditivos
alimentarios (90).

El Acido L-N-(1H-Indol-3-il acetil) (C1H14N2Os) aspartico es un aminoacido alfa
caracterizado por una cadena alifatica N-acilada. Se ha reportado en variedades de
tomates, asi como componente de distintos tejidos vegetales (91).

La Annularin H (C10H100s5) es un metabolito policétido, se ha extraido del hongo de
agua dulce denominado Annulatascus triseptatus (92).

El Kaempferol 4'-metil éter 3-(2Glc-glucosilrutinosida) (CzsH2020) es un flavonoide.
Ha sido identificado, por medio de UHPLC-MS, en extractos metandlicos de
Boungainvillea glabra y raiz de Filago germanica (93,94).

Isoramnetina-3-O-rutinosida (C2sH32016) pertenece a la familia de los flavonoides y ha
sido reportada en plantas como Calendula officinalis, Papaver rhoeas, Hippophae
rhamnoides (95)

En el andlisis de los biomarcadores descritos cabe resaltar que ninguno ha sido aislado
de las variedades de kafiiwa estudiadas.

Sin embargo, Repo et al. (16) reportaron que las semillas kafiiwa variedad “Kello”,
“Wila” y “Guinda” contenian Isoramnetina y la variedad “Ayara” contenia Kaempferol,
por lo que es probable que se encuentren en la kaniwa roja “Ramis” como se reportd en

este estudio. Por otro lado, debido a la gran cantidad de plantas que contienen estos
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compuestos quimicos, no se considerarian metabolitos diferenciadores de la variedad en
cuestion.

Por su parte, la Delfinidina-o-(6”-O-alfa-ramnopiranosil-beta-glucopiranosida), uno de
los metabolitos encontrados en la kafiiwa roja “Ramis”, es una antocianina. Este
metabolito explicaria el color rojo de la kafiiwa roja “Ramis” —caracteristica que no se
presenta en la kafiiwa plomo clara “Chilliwa”— y se establece como biomarcador
potencial para diferenciar esta variedad de kafiiwa de la kafiiwa plomo clara “Chilliwa”.
Como se menciono anteriormente, este estudio metaboldémico fue llevado a cabo como
una investigacion preliminar para tratar de identificar las diferencias entre las
variedades de kafiiwa plomo clara “Chilliwa” y kafiiwa roja “Ramis”. En ese sentido,
los resultados obtenidos se limitan a las muestras utilizadas en el estudio; pero pueden
ser de utilidad para estudios de mayor envergadura, en donde se tomen en cuenta otras
variables (localidad, cultivo, almacenamiento, clima, entre otros). Asimismo, es
recomendable hacer uso de otras bases de datos para la identificacién de las estructuras

quimicas de los biomarcadores desconocidos.
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VI. CONCLUSIONES

Para las kafiitwas plomo clara “Chilliwa” y roja “Ramis”, colectadas en Junio del 2017,

procedentes de la provincia Ayaviri (Puno), se concluye lo siguiente:

Se obtuvieron los perfiles metabolémicos de las variedades de kafiiwa plomo

clara “Chilliwa” y kaniwa roja “Ramis” mediante el analisis UHPLC-HRMS.

Existe diferencia entre los metabolomas de la kafiiwa plomo clara “Chilliwa” y

kafiiwa roja “Ramis”, lo cual ha sido comprobado por el PCA y el OPLS-DA.

Mediante el S-plot se logré encontrar 20 biomarcadores. Diecinueve de ellos
identificados putativamente como: Crustecdisona, acido verndlico, makisterona
B, &cido pinélico, 2',6,7-Trihidroxiisoflavona, acido floionolico, oxipurinol,
xantosina, genkwadaphnin-20-palmitato correspondientes a la kafiiwa plomo
clara “Chilliwa”; N-acetiltriptéfano, delfinidina-o-(6"-O-alfa-ramnopiranosil-
beta-glucopiranosida), 2',5'-dihidroxiflavona 5'-acetato, n-trans-sinapoiltiramina,
isoramnetina-3-Glucoésido, gluconato, acido L-N-(1H-Indol-3il acetil) aspartico,
annularin H, kaempferol 4'-metil éter 3-(2Glc- glucosilrutinosida), Isoramnetina-

3-O-rutinosida correspondientes a la kafiwa roja “Ramis”.
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VII. ANEXOS

ANEXO 1

Figura 1: Semillas de kafiiwa plomo clara “Chilliwa” (A) y kafniwa roja “Ramis”

(B)
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ANEXO 2

Proceso de
Extraccion

IMolienda

v

100 mg de
muestra
(triplicado)

2

Adicionar

800 uL <
MeOH 80%

v

1 min Vortex
1 min Ultrasonido
1 min Vortex

-

Centrifuga
10 000 rpm
10 min
4°C

——

3 Extractos

i Primera Ronda de
Extraccién?

Tomar 400 ulL
(sobrenadantes)
de cada extracto

Tomar 800 uL
(sobrenadantes)
de cada extracto

No

2,3 microviales 1200 uL

Sedimentos

(sobrenadantes) cada uno?
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