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RESUMEN

Una de las principales causas de muerte en el mundo son las enfermedades del tracto
respiratorio. A esto se suman los mecanismos de resistencia de las bacterias a los
antibiéticos que ponen en peligro la capacidad para tratar enfermedades infecciosas.
Las plantas usadas en la medicina tradicional es una alternativa para manejar dichas
afecciones, especialmente Piper aduncum (Piperaceae) que ha mostrado gran
potencial. Este estudio tiene como objetivos analizar el valor cultural de P. aduncum en
siete comunidades de Napo, evaluar su actividad biol6gica contra microorganismos
patdgenos y determinar la genotoxicidad. Se realizaron entrevistas estructuradas en
siete comunidades Kichwas del Bajo Napo para corroborar el uso tradicional de la
especie y el indice de fidelidad (IF). La actividad biologica se investigd en el ensayo
exploratorio con Eschericha coli, Staphylacoccus aureus, Candida albicans,
Pseudomona aeruginosa y Klebsiella pneumoniae y se complemento6 con el ensayo de
concentracion minima inhibitoria (MIC). Se determiné la genotoxicidad por medio del
ensayo cometa en linfocitos. Observamos que el IF fue mayor para el uso
antibronquitico con un 83%. El extracto metandlico de P. aduncum mostré actividad
biol6gica contra S. aureus con MIC de 0.58mg/mL (p<0,05), pero no para los demas
microorganismos. No se encontrd dafio al material genético, pero si hubo reduccién en
el tamafo de los nucleos de los linfocitos. En conclusion, el extracto metandlico de P.
aduncum presento actividad bioldgica contra S. aureus y no causa dafio genético en
linfocitos por lo cual se recomienda como una alternativa efectiva en enfermedades
respiratorias y ademas se respalda el uso ancestral de la planta.

Palabras clave: medicina tradicional, enfermedades respiratorias, matico de monte, S.
aureus, genotoxicidad.



ABSTRACT

One of the main causes of death in the world are diseases of the respiratory tract.
Added to this are the mechanisms of resistance of bacteria to antibiotics that endanger
the ability to treat infectious diseases. The plants used in traditional medicine are an
alternative to manage these conditions, especially Piper aduncum (Piperaceae) which
has shown great potential. This study aims to analyze the cultural value of P. aduncum
in seven Napo communities, evaluate its biological activity against pathogenic
microorganisms and determine genotoxicity. Structured interviews were conducted in
seven Kichwa communities of the Bajo Napo to corroborate the traditional use of the
species and the fidelity index (Fl). Biological activity was investigated in the exploratory
assay with Eschericha coli, Staphylacoccus aureus, Candida albicans, Pseudomona
aeruginosa and Klebsiella pneumoniae and was supplemented by the minimal
inhibitory concentration (MIC) assay. Genotoxicity was determined by means of the
comet assay on lymphocytes. We observed that the IF was higher for antibronchial use
with 83%. The methanolic extract of P. aduncum showed biological activity against S.
aureus with a MIC of 0.58mg/mL (p<0.05), but not for the other microorganisms. No
damage to the genetic material was found, but there was a reduction in the size of the
lymphocyte nuclei. In conclusion, the methanolic extract of P. aduncum presented
biological activity against S. aureus and does not cause genetic damage in
lymphocytes, which is why it is recommended as an effective alternative in respiratory
diseases and also supports the ancestral use of the plant.

Keywords: traditional medicine, respiratory diseases, matico de monte, S. aureus,
genotoxicity.
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1. INTRODUCCION

Ecuador tiene el mayor numero de registros de plantas medicinales en la regién
amazonica (Rios, et al., 2007). En el pueblo Waorani, por ejemplo, se registraron 1182
especies vegetales manejadas para diferentes tratamientos (Tirira & Rios, 2018). Entre
las familias con mayor numero de especies con propiedades medicinales se encuentra
la familia Piperaceae, que se caracteriza por ser rica en aceites esenciales (Abreu, et
al., 2012). Esta familia se distribuye en el Paleotropico y Neotrépico (Fredeen & Field,
1996) con 2015 especies, 500 de las cuales se han registrado como plantas Utiles y
empleadas en medicina (Delgado-Paredes, et al., 2012). En Ecuador se encuentran
cuatro géneros de la familia con 450 especies. En la Costa y Amazonia, al menos 114
especies son utilizadas por los pueblos indigenas: Awa, Kichwa, Shuar y Waorani
(Betancourt, 2006); (Callejas, et al., 2017); y (Tirira & Rios, 2018).

Para los Waorani Piper arboreum (nabucan) y P. aduncum L. (namucan o matico de
monte) son las mas utilizadas (Betancourt, 2006). Ademas, se utiliza también en la
medicina tradicional de los pueblos indigenas Kichwa y Shuar (Tirira & Rios, 2018);
(Tropicos.org, 2021) como analgésico, antigripal, antihemorragico, antiinflamatorio,
antiofidico, antiulceroso, antitusigeno, diurético y febrifugo (Rios, et al., 2007); (Tirira &
Rios, 2018). El modo de preparacién de mayor frecuencia en los pueblos tradicionales
es la infusién, las hojas frescas de “matico de monte” son hervidas y bebidas para
tratar las diferentes dolencias, en algunas ocasiones son usadas en conjunto con
plantas como el maiz (Zea mays) o bebida con alcohol (de la Torre, et al., 2008). La
estructura morfolégica de la planta de mayor uso en infusiones es la hoja, aunque
también se utiliza el cogollo, la flor y el tallo (CESA, 1992); La caracterizacion quimica
del extracto indica la presencia de metabolitos secundarios tales como: alcaloides,
fenoles, flavonoides, terpenoides (Nigam & Purohit, 1962), cromenos, lignanos y
policétidos (Pino, et al., 2004). La investigacion fitoquimica basada en informacién
etnofarmacoldgica se considera un enfoque eficaz en el descubrimiento de nuevos

agentes antiinfecciosos de plantas superiores (Lafi, et al., 2022).

En el aceite esencial de P. aduncum se encontraron 45 compuestos quimicos en hojas
y 10 en frutos (Pino, et al., 2004). En extractos alcohdlicos se reporto la presencia de
alcaloides, flavonoides, fenoles y proantocianinas (Arroyo, et al., 2011), metabolitos a

los que se les atribuye propiedades antibacteriales, antifungicas y bacteriostaticas
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(Calvo & Martinez-Martinez, 2009). Adicionalmente se ha probado que los flavonoides
disminuyen un 33% la incidencia de infecciones respiratorias asociadas a humanos,
reduciendo significativamente los sintomas y los dias de prevalencia de la infeccion
(Somerville, et al., 2016).

Las infecciones respiratorias afectan a las vias respiratorias las cuales se encuentran
divididas en superiores que constan de fosas nasales, laringe y faringe, mientras que
las vias respiratorias inferiores o bajas consta de pulmones, trdquea y bronquios
(Sanchez & Concha, 2018). Las enfermedades respiratorias de las vias bajas
representaron el 4,5% de las causas de muerte en el continente americano, durante el
ano 2016 (WHO, 2018). En concordancia con lo reportado para Ecuador, en esta
misma época, la neumonia e influenza figuraban como la quinta causa de mortalidad
(MSP, 2017). En el caso del cantébn Tena, provincia de Napo, la neumonia por
organismos no especificados fue la primera causa de morbilidad y la tercera causa de
mortalidad en 2016 (MSP, 2017). Estas enfermedades son causadas por bacterias,
hongos, micoplasmas, rickettsias y virus (Sahadulla, 2018), que atacan al tracto
respiratorio por ser un sistema organico que comunica de forma directa con el

ambiente externo (Somogyi, et al., 1998).

Los nuevos mecanismos de resistencia a los antibidticos, por parte de los
microorganismos, ponen en peligro la capacidad para tratar enfermedades infecciosas
como la neumoniay la tuberculosis debido a la pérdida de eficiencia de los antibidticos
(WHO, 2018). Ross y colaboradores (2020), demostraron que las cepas de aislados
clinicos de Eschericha coli, Staphylacoccus aureus, Pseudomona aeruginosa y
Klebsiella pneumoniae de una zona rural de Ecuador, fueron los microorganismos mas
comunes al presentar multiresistencia a antibiéticos de primera linea tales como
penicilina V y amoxicilina. Asi la resistencia a los antimicrobianos por patégenos

comunes del tracto respiratorio constituye una preocupacion local.

A nivel cientifico se ha reportado la actividad antimicrobiana con extractos etandlicos
de P. aduncum en bacterias como Staphylacoccus aureus, Staphylococcus
epidermidis y Staphylacoccus lentus, los cuales son peligrosos agentes de infecciones
nasocomiales (Brazao, et al., 2014). También se ha encontrado que son efectivos para
bacterias Gram positivas como Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis
y Streptococcus pyogenes (Kloucek, et al., 2005). La composicion de los metabolitos

secundarios se ve afectado por el geoclima local, las caracteristicas del suelo, cambio
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climatico, temperatura, altitud, factores estacionales y caracteristicas ambientales
generando evoluciébn de diferentes variantes quimicas o0 quimiotipos. Como
consecuencia las mismas especies tienen diferentes usos dependiendo la regién en la

gue se han desarrollado (Linde, et al., 2015).

La medicina tradicional es una alternativa para desarrollar estrategias sostenibles para
mantener la salud combinado con la conservacién de recursos bioldgicos y vinculados
al conocimiento tradicional (Bussmann & Sharon, 2015). Para fortalecer y validar este
conocimiento, es prioritario investigar la eficiencia de la medicina herbal, diseccionar
los efectos favorables de los adversos, identificar los principios activos en las plantas
medicinales y prohibir las plantas venenosas o0 nocivas para el ser humano (Efferth &
Karina , 2011). El problema de consumir la medicina herbal es el escaso conocimiento

sobre las sustancias toxicas presentes en las plantas (Phillips & Arlt, 2009).

Asi es necesario el estudio de las especies vegetales de acuerdo con la regién donde
los pueblos originarios la utilizan. Existen investigaciones sobre la especie en paises
tales como Brasil, Cuba y Pera (Brazao, et al.,, 2014); (Gutiérrez, et al., 2016);
(Kloucek, et al., 2005), mientras que en Ecuador los estudios son escasos y no
contemplan ensayos de toxicidad. Por lo tanto, P. aduncum es un candidato idoneo
para la investigacion sobre el efecto en microorganismo patégenos y la toxicidad que
presenta.

Debido al potencial reportado por P. aduncum L. en la medicina tradicional, en este
estudio se tiene como objetivo general analizar el valor cultural de P. aduncum y
evaluar su actividad biologica, para alcanzar esto se tiene los siguientes objetivos
especificos: 1) determinar el valor cultural de la especie vegetal en siete comunidades
de Napo 2) la actividad biol6gica contra microorganismos patégenos tales como:
Eschericha coli, Staphylacoccus aureus, Candida albicans, Pseudomona aeruginosa y

Klebsiella pneumoniae y 3) determinar la posible genotoxicidad de la especie vegetal.



2. METODOS

2.1 Coleccién de datos: Conocimiento local y uso de la especie medicinal

2.1.1 Area de estudio

El estudio se desarrollé en la provincia de Napo, ubicada en la regibn Amazoénica al
norte del Ecuador, con una extensién de 12524,89 km? y representa el 4,41% del
territorio nacional (SENPLADES, 2015). La provincia se divide en dos zonas de
acuerdo con el Plan de Desarrollo y Ordenamiento Territorial, la primera es Alto Napo
y la segunda Bajo Napo (Prefectura-de-Napo,, 2019). Las entrevistas estructuradas se
realizaron en siete comunidades Kichwas de Bajo Napo, tres en el canton Archidona
que son: Nokuno, Nueva estrella y San Pablo y cuatro en el canton Tena: 27 de
febrero, Punibocana, San Francisco, y Tambayacu (Figura 1). Las localidades se
encuentran entre 359 m y 798 m de altitud y la poblacion varia de 100 a 600
habitantes que hablan Kichwa y castellano.

Las comunidades poseen escuela primaria y muy pocas cuentan con secundarias, por
lo que deben trasladarse hasta la ciudad mas cercana para continuar con su
educacion. Los indigenas Kichwa, asentados en estas comunidades, son duefios de
terrenos con bosque secundario donde cultivan cacao, café, maiz y platano (de la
Torre, et al., 2008). Sus recursos vegetales mas vendidos son platano y yuca que son
comercializados en la ciudad de Tena. La dieta basica consumida por los pobladores
en estas comunidades son bebidas conocidas como chicha de yuca, chonta o maiz;
frutas como platano, yuca y orito complementada con pescados que provienen de
piscicultura como “tilapia” o pesca de “cachama” (Zurita-Benavides, et al., 2021). En la
medicina utilizan plantas provenientes del bosque o de la chacra que son utilizadas
para tratar trastornos fisicos como: cortes, heridas, sarpullidos, erupciones en la piel,
trastornos gastrointestinales, respiratorios, reumaticos, enfermedades del cuerpo y
mente tales como el estrés, fatiga y depresion, y enfermedades culturales como el

“susto, espanto o mal de ojo” (Aguirre, et al., 2016).



2.1.2 Entrevistas semiestructuradas

Se realizaron 24 entrevistas (Anexo 1) a personas clave dentro de las comunidades
Kichwas como: jefes de las comunidades, mujeres conocedoras de medicina
tradicional y chamanes. Se realizaron las entrevistas en las comunidades: 27 de
febrero, Nokuno, Nueva Estrella, Punibocana, San Francisco, San Pablo y
Tambayacu. No se realizé un ndmero determinado de entrevistas por comunidad;
debido a las pocas personas que conocen sobre medicina ancestral en algunas
comunidades. Las entrevistas fueron realizadas bajo el consentimiento libre e
informado con la organizacion Rukullacta, organizacién que engloba a todas las

comunidades entrevistadas.

2.1.3 Valor cultural: indice de fidelidad

Para determinar el valor cultural de la especie, se utilizé el calculo del indice de
fidelidad (IF), el cual demuestra en porcentaje, el uso especifico de una planta. La
férmula es la siguiente (Friedman, et al., 1986):

I
FL = (—p> 100
lu

Donde, Ip es el numero de personas que mencionan un uso especifico, lu es el
namero total de personas entrevistadas (Friedman et al. 1986). Las categorias
medicinales fueron interpretadas y adaptadas con las propuestas por Rios y
colaboradores (2007).

2.2 Extractos metanodlicos
221 Recoleccion del material vegetal

La identificacion de la especie se realizara bajo la Autorizacion de Recoleccion de
Especimenes de la Diversidad Biologica Sin Fines Comerciales para Investigacion
Cientifica No. MAATE-ARSFC-2022-2415, emitido por el Ministerio del ambiente, agua
y transicion ecoldgica. La planta sera recolectada en el mismo lugar en la que se
recolect6 al inicio de la investigacion con el fin de reproducibilidad de la investigacion.
Las hojas frescas de P. aduncum fueron colectadas Unicamente en la comunidad de

Muyuna (Figura 1) del canton Tena a las cinco de la mafiana. La hora de colecta se



establecié de acuerdo con la informacién sugerida por los colaboradores claves. El
material vegetal fue trasladado al laboratorio de biologia molecular y bioguimica de la
Universidad Regional Amazdnica lkiam, donde se lavaron con agua destilada previo a

Su procesamiento.

2.2.2 Preparacion del extracto vegetal

Se recolecté 200 g de hojas frescas de P. aduncum que fueron trituradas y colocadas
en un frasco de vidrio de cierre hermético con 1000 mL de metanol al 98% como
solvente. Se dejé reposar durante cinco, nueve y trece dias a temperatura ambiente.
El extracto metandlico de cada uno de esos dias fue filtrado con un embudo y un
algodon, para posteriormente ser concentrado en el rotaevaporador Buchi R-300 a
37°C, 100 rpm y 100 mbar. Finalmente fue llevado al liofilizador SP VirTis Bench Top

por siete dias y se almaceno a -20°C (Jorgensen & Sahm, 1995).

2.3 Actividad antimicrobiana

2.3.1 Microorganismos

Los microorganismos utilizados fueron: Eschericha coli ATCC 25922, Staphylacoccus
aureus ATCC 25923, Candida albicans ATCC 10231 provenientes del laboratorio de
investigacion de la Universidad Regional Amazoénica lkiam. Los aislados clinicos
resistentes a ampicilina Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa fueron
donados por la Universidad Técnica del Norte (UTN). Las cepas se cultivaron en
medio Muller Hilton. La etapa de crecimiento de los tres primeros microorganismos se
midié con la escala de Mc Farland de 0.5 y con los aislados clinicos se realizé una
curva de crecimiento por 10 horas cada 15 minutos para determinar el tiempo de

crecimiento.

2.3.2 Ensayo exploratorio

Para el ensayo antimicrobial exploratorio se utiliz6 el método de difusion en agar
propuesto por Jorgensen y colaboradores ya que se puede determinar la sensibilidad
bacteriana a los antimicrobianos, para esto se inocul6 100 pL del microorganismo en
20 mL de agar Mueller Hilton (MHA) en cajas Petri estériles. En las placas

solidificadas, utilizando discos de papel Whatman No. 1, se afadié 10 uL de 30 mg de
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extracto disuelto en 100 pL de Dimetilsulféxido (DMSQO) sobre cada disco. Asi mismo
se realizé para el control positivo, en el que se colocdé ampicilina y gentamicina en
concentracion del 0.5 g/ml y fluconazol en concentracion de 1 g/ml. Finalmente para el
control negativo se utilizo el disolvente del extracto DMSO. Las placas fueron
incubadas a 37°C por 16 h (Jorgensen & Sahm, 1995). Se realiz6 tres repeticiones con
la misma concentracion por caja Petri y el ensayo se hizo por triplicado. Se tomaron
fotos a cada caja Petri y el halo de inhibicibn se midi6 en milimetros (mm) con el
programa Image J (Abramoff, et al., 2004).

2.3.3 Concentracion Minina Inhibitoria

En los microorganismos que presentaron halos de inhibicion como muestra de
actividad antimicrobiana, se realiz6 el ensayo para determinar la concentracion minima
inhibitoria (MIC). Se sigui6é el mismo procedimiento del ensayo exploratorio, pero esta
vez utilizando 12 diluciones seriadas del extracto en DMSO en proporcién 1:2. Se

utilizé 300 mg/ml como concentracién inicial y 0.147 mg/mL como concentracion final.

24 Ensayo Cometa

Para realizar los ensayos de genotoxicidad con extractos de P. aduncum se requirié de
sangre donada voluntariamente y con previo conocimiento de los ensayos, por
técnicos del laboratorio de investigacion de la Universidad Regional Amazdnica Ikiam.
Se realizé el método propuesto por Singh et al. (1988) con modificaciones. La sangre
se colecté en tubos heparinizados que fueron centrifugados a 3500 rpm, por cinco
minutos a temperatura ambiente. La sangre se separé en tres fases; la primera fase es
el suero, la segunda es una capa de linfocitos y la tercera de globulos rojos. La capa
de linfocitos fue extraida y lavada tres veces con PBS 1X estéril, con el fin de obtener

Unicamente los linfocitos sin impurezas.

Paralelamente, se prepar6 medio RPMI suplementado (10% SFB, 100 U/mL de
penicilina-estreptomicina, 2 mM de L-glutamina y 1 % de fitohemaglutinina) en un tuvo
falcon de 15 mL y conservado a bafio maria a 37 °C. Los linfocitos son colocados en el
tubo falcon con el medio suplementado para ser mezclado y homogenizado. Se colocé
1 mL del medio suplementado que contenia células en un pocillo de la placa junto con
1 mL de extracto en concentracion de 300 mg/mL, 75 mg/mL y 4.68 mg/mL. Al control

positivo se afiadié 1 mL de H,0, y para el control negativo se afiadié medio de cultivo.
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La placa se incub6 por 3 horas a 37 °C y 5 % de CO,. Después de incubar se recolecto
el contenido de los pocillos en tubos de 2 mL. Los tubos fueron centrifugados a 10000
rpm por 5 minutos a temperatura ambiente; el sobrenadante fue retirado y las células

se resuspendieron con 85 uL de agarosa low melting point (LMP).

Las células resuspendidas con agarosa, fueron colocadas en portaobjetos recubiertos
con dos capas de agarosa de alto punto de fusién, formando una tercera capa de
agarosa con células. Sobre esta Ultima capa se colocé una cuarta capa de agarosa
LMP sin células para formar un sanduche. Los portaobjetos fueron colocados a 4 °C
durante 10 minutos para solidificar las capas de agarosa. Posteriormente fueron
colocados en buffer de lisis (2.5 M de NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris base y 0.3
M NaOH a pH 10) por una noche. Al dia siguiente los portaobjetos se retiraron del
buffer, para ser aclimatados por 20 minutos en buffer de electroforesis (1 mM
Na2EDTA y 300 mM NaOH a pH >13). La corrida electroforética se realizé6 por 20
minutos a 25 V y 300 Amp. Los portaobjetos se retiraron de la camara de
electroforesis y lavados con buffer de neutralizacién (400 mM Tris base a pH 7.5).
Cada portaobjeto fue tefiido por 15 minutos con 1 mL de solucion de tincion (Diamond
die 1X). Finalmente se observé presencia o ausencia de cometas utilizando el

microscopio de fluorescencia.

2.5 Analisis estadistico

Con el fin de evaluar las diferencias entre las concentraciones utilizadas del extracto
sobre el halo de inhibicién se realiz6 un ANOVA unidireccional con prueba de Tukey.
Utilizando el software InfoStat versién 2020 (Di Renzo, et al., 2020). La medida de los
ndcleos del ensayo cometa se analizaron con la correlacion de Pearson entre la
concentracion del extracto metandlico y el didmetro de los nlcleos para determinar la
relaciéon en la disminucién de los ndcleos. Para esto se utilizd el software InfoStat

version 2020.



3. RESULTADOS

3.1 Valor cultural

Las entrevistas estructuradas mostraron que P. aduncum es conocida comdnmente
como “matico de monte” o “matico”. Ademas, la especie es utilizada en la localidad
para el tratamiento de 13 usos terapéuticos (Tabla 1). El indice de fidelidad mostr6é que
la especie en las siete comunidades entrevistadas es usada principalmente como
antibronquitico con un 83%, seguido de analgésico y febrifugo con 45% y 33%
respectivamente. La estructura morfoldgica de mayor uso son las hojas, seguidos de la
raiz, el tallo y las inflorescencias. La preparaciébn mayoritaria es en decoccion,
infusiones y zumo que son bebidos; pero en algunos casos, se emplea en bafos
calientes y como emplastos dependiendo de la dolencia. Se recomienda tener
precauciones al momento de ingerir el zumo de P. aduncum, debido a que en las
entrevistas informan sobre desorientacion y mareo causado por el consumo en
cantidades excesivas no recomendadas. Se evidencié un uso y conocimiento similar

entre hombres y mujeres.

3.2 Actividad antimicrobiana

Los resultados preliminares del ensayo exploratorio indicaron que el extracto
metandlico de P. aduncum no es efectivo contra bacterias como: E. coli, K.
pneumonia, P. auriginosa en concentracién de 300 mg/mL al no presentar halos de
inhibicién. Por otro lado, present6 actividad antimicrobiana contra la cepa S. aureus
ATCC 25923 y se complement6 con el ensayo de concentracion minima inhibitoria
(MIC). Se encontr6 que el MIC del extracto fue de 0.58 mg/mL. A concentraciones
menores no se registré halo de inhibicibn. Ademas, se observé una correlacion
positiva entre concentracion y radio inhibitorio (r=1, p<0,05), pues la concentracion

mas alta del extracto presenta el mayor halo de inhibicion (Figura 2).

Las concentraciones de 150 mg/mL y 75 mg/mL, no mostraron diferencias
significativas, aunque si entre las concentraciones de 18.8 mg/mL, 9.4 mg/mL, 4.8
mg/mL y 2.3 mg/mL (Tabla 2).



3.3 Ensayo cometa

El ensayo de genotoxicidad no reporté dafio genotoxico producido por el extracto
vegetal en concentraciones de 300 mg/mL, 75 mg/mL y 4.7 mg/mL (Figura 3). El
control negativo (Figura 3a) muestra nucleos celulares sin dafio genético, mientras que
el control positivo (Figura 3b) muestra el dafio genético mediante los cometas
formados, producto de la exposicion de los ndcleos al perdxido de hidrogeno (H,0,).
Los tratamientos (Figuras 3c, 3d, 3e) no muestran dafio genético, sin embargo, se
observa que los nucleos presentan reduccion de su tamafio, en comparacion con el
control negativo (Tabla 3). Se evidencid, ademas, una correlacion inversa (r= -0,41,;
p<0,05) con el tamafio de los ndcleos y la concentracidn del extracto. A mayor

concentraciéon menor es el tamafio del nicleo.
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4. DISCUSION

Las comunidades entrevistadas mostraron gran diversidad de usos medicinales dados
a “matico de monte” al tratar afecciones del tracto respiratorio, dolores localizados,
atagues de serpientes e infecciones de la piel. El indice mas alto de valor cultural
registrado durante las entrevistas fue el uso como antibronquitico, seguido de
analgésico en conjunto con dolores localizados que afectan a las regiones como
cabeza, abdomen y garganta. Se observa que los usos dados para “matico de monte”
son sintomas comunes de la gripe o resfriado; entre los que se encuentran febrifugo,
dolor de cabeza y de garganta, antitusigeno y antigripal. Las dolencias de menor uso
son dermatoldgicas, dolor de huesos, como antiofidico y para el catarro. Se puede
evidenciar que los usos dados a matico de monte por los pueblos indigenas del
Ecuador son similares para otras regiones del mundo (Aguirre, et al., 2016). Por
ejemplo, en Indonesia usan las hojas para tratar la picadura de insectos, vendar llagas,
cortes y sarna; en Perl el extracto de las partes aéreas es utilizado para las
afecciones reuméticas, como astringente y antiséptico (Durant-Archibold, et al., 2018).
En Brasil las hojas se usan para tratar enfermedades del tracto digestivo, gripe y como
repelente de insectos (Durant-Archibold, et al., 2018). El mayor uso de P. aduncum
registrado en las entrevistas fue como antibronquitico (83%) y se atribuye a ser
utilizado para tratar sintomas de la gripe sea un candidato idoneo para combatir
infecciones por virus. Durante la pandemia del Covid-19, P. aduncum fue muy utilizado

dentro de la medicina tradicional para combatir el ataque del virus (Sirén, et al., 2020).

El uso de plantas medicinales depende de covariables como el género, hay especies
vegetales que son preparadas Unicamente por mujeres, pero también hay las que son
preparadas solo por hombres (Medina, et al., 2011). Sin embargo, se observé que no
existe una relacion de género al utilizar P. aduncum, dado que es preparado y
consumido por hombres y mujeres por igual. El uso de plantas se ha visto influenciado
por el rol que cumplen en el hogar, las mujeres suelen tener mayor conocimiento de
plantas medicinales al ser asociadas con el cuidado del hogar (Khadka, et al., 2021),
mientras que los hombres al encontrarse mas en el bosque utilizan arboles, en
contraste con mujeres gque al permanecer en casa utilizan hierbas y plantas que se
encuentran en el jardin (Duque, 2008). Los rapidos cambios ambientales,

socioecondmicos y culturales debido a la globalizacion han conllevado al alejamiento
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de la naturaleza por parte de las diferentes culturas y tradiciones milenarias dejando
atras los conocimientos de sus ancestros (Sanchez-Robles & Torres-Muros, 2020). Un
ejemplo de este alejamiento es la no relacion de genero registrada durante las
entrevistas como consecuencia de la perdida de tradicion puesto que, los hombres ya
no salen al bosque, su rol de traer comida al hogar ya no se basa principalmente en la
caza o pesca (Sanchez-Robles & Torres-Muros, 2020). Con la modernizacion aparece
la agricultura de monocultivo, la educacion moderna y se agudiza la aculturacion
indigena provocando el abandono de la lengua, los conocimientos, las costumbres y
los ritos propios (Mendizabal, 2013).

En las comunidades entrevistadas se reporto el uso del extracto en decoccion, infusién
y zumo realizados con hojas frescas, en algunas ocasiones antes de ser consumido es
mezclada con una bebida alcohdlica. Esta forma de uso se lo traduciria a extracto
acuoso Yy alcoholico. Asi pues, en el presente estudio se realizé un extracto alcohodlico
al utilizar metanol como disolvente, mismo que fue expuesto a cinco microorganismos
patdgenos. Estudios antibacterianos reportan que el aceite esencial de P. aduncum es
efectivo contra S. aureus, E. coli y P. auriginosa ( (Nair & Burke, 1990); (Orjala, et al.,
1993); (Orjala, et al., 1994); (Okunade, et al.,, 1997)). Sin embargo, el extracto
metandlico de P. aduncum, Unicamente present6 actividad biolégica contra S. aureus.
Kloukec et al. en (2005), presento los mismo resultados obtenidos en este estudio al
mencionar la actividad antimicrobiana en bacterias Gram positivas como lo es S.
aureus para esto se realiz6 la extraccion del aceite esencial con una concentracion
inicial de 16 mg/mL para el MIC, mientras que en el presente estudio se realizd
extraccion total con metanol y el MIC con una concentracion de 30 mg/mL, aunque la
concentracion fue mayor, también se obtuvo halos de inhibicion considerables. El
estudio realizado por Brazao et al. (2014) utiliz6 el aceite esencial de P. aduncum y se
obtuvo un MIC en 500 pg/mL, concentracion similar a la de esta investigacion. Asi se

pude mostrar la actividad antimicrobiana de P. aduncum sobre S. aureus.

La inactividad del extracto para las otras cuatro cepas puede deberse a la perdida de
los constituyentes del aceite esencial que se da en los extractos metandlicos. Estudios
han demostrado que existen diferencias entre los solventes como el cloroformo,
etanol, metanol y éter que son utilizados para la extraccion de metabolitos
especializados de los extractos. Se ha encontrado mejores resultados en la extraccion
de metabolitos secundarios con diferentes solventes para diferentes tipos de plantas

(Rengifo, 2009). Ademas, es importante recalcar que los extractos en investigaciones
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anteriores fueron realizados con hojas secas, mientras que en este estudio se realiz
con hojas frescas siendo esto un factor que puede estar influyendo en la calidad del

extracto.

Por otra parte, la inactividad del extracto metandlico de P. aduncum sobre las cepas
de E. coli y P. auriginosa a pesar de que mostraron actividad en las investigaciones
realizadas por (Orjala, et al., 1993); (Orjala, et al., 1994)y (Okunade, et al., 1997) en
Papua Nueva Guinea y Mississippi respectivamente podria estar dado por una
variabilidad genética que es reflejado en el contenido de especies quimicas. Se ha
encontrado que la especie contiene dos quimiotipos variables de acuerdo con la region
donde se desarrolle la planta. Uno de ellos produce fenilpropanoide dilapiol, mientras
que el segundo genera nerolidol y linalool. Ademas, en el estudio de Gutiérrez et al.
(2016), probaron el aceite esencial proveniente de Cuba contra C. albicans en el que
no se encontrd6 presencia de actividad antifingica y que ademas encontraron
diferencias constitucionales entre las muestras tomadas en lugares diferentes del pais.
En otro estudio realizado por Braga et al. (2007), con extractos metandlicos de Brasil,
se encontrd actividad antifingica de la planta contra la levadura. Navickiene et al.
(2006) menciona que los metabolitos presentes en una especie vegetal se deben
mayoritariamente a las propiedades del suelo, el clima y las condiciones de
recoleccién del material, puesto que se ha encontrado que no presentan un mismo
perfil cromatografico cuando estas condiciones son diferentes; un ejemplo de esto son

las muestras provenientes de otros paises (Vila, et al., 2005).

La interaccion planta suelo es un importante proceso ecoldgico y evolutivo al que se
asocia cambios en el fenotipo y aptitud de la planta al interactuar en el metabolismo
vegetal (Saldanha, et al., 2020). Los cambios en la composicién del suelo pueden
afectar en la produccién de metabolitos generando los quimiotipos caracteristicos de
cada region donde se encuentra la especie vegetal. Las caracteristicas del suelo en
Muyuna, lugar de recoleccion, presenta suelos saturados en bases y con pH acido de
baja fertilidad y esponjosos, suelo arcillo-limoso con baja capacidad de drenaje (GAD-
Muyuna, 2015). Se ha encontrado que los suelos ricos en K, Mg, Cu y Ca tienen
mayor produccion de flavonoides, mientras que las cromonas y el acido carboxilico
son producidos mayoritariamente con temperaturas altas (Saldanha, et al., 2020).
Estos estudios muestran diferencias en la composicion quimica de los extractos
dependiendo de la region en la que es recolectado el material vegetal. Se recomienda

realizar un andlisis fitoquimico de las hojas frescas de P. aduncum en Napo.
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El extracto metandlico de P. aduncum no mostré potencial genotdxico, esto se
confirma con el estudio de Santin et al. (2011) que fue realizado con aceite esencial.
Es importante mencionar que se observa la disminucion en el diametro del ndcleo
celular a medida que va aumentando la concentracion de extracto metandlico. Este
cambio morfolégico observado puede deberse a varios factores de estrés en la célula
que ha afectado al tamafio del nucleo. Entre los factores se encuentra el estrés
oxidativo como causa de cambios morfoldgicos (Ciccoli, et al.,, 2012). El extracto
metandlico total mantiene grandes concentraciones de metabolitos lo que podria estar
causando el estrés oxidativo en las células y se traduce en la reduccién del tamafio de
los nlcleos. Se ha comprobado que el estrés oxidativo causa cambios en la morfologia
en células sanguineas como alteraciones en la membrana plasmatica y una superficie
irregular. En un estudio realizado a lechones destetados con extractos de plantas y
plasma porcino atomizado se observé cambios en la morfologia celular del intestino,
en células inmunitarias de los tejidos intestinales y la sangre (Nofrarias, et al., 2006).
Se recomienda emplear microscopia de barrido para detectar cambios a mas detalle
(Arif, et al., 2021)

Es importante mencionar que a pesar de existir especies vegetales utilizadas desde
hace miles de afos por poblaciones originarias, no garantiza seguridad y
especialmente en genotoxicidad debido a signos y sintomas que no son facilmente
reconocidos por la poblaciéon (Souza-Brito & & Souza-Brito, 1993). Entre las
precauciones mencionadas en las entrevistas se debe tomar Unicamente la dosis
recomendad del zumo de las hojas de “matico de mote” si se ingiere en mayor
cantidad podia causar mareo. Esto podria deberse a un efecto citotdéxico que presenta

la especie en grandes concentraciones.
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5. CONCLUSIONES

Los pobladores de las comunidades Kichwa de Napo conocen al menos trece usos
terapéuticos de P. aduncum. En la investigacion se ha corroborado la importancia de
la especie vegetal al presentar actividad antimicrobiana contra S. aureus convirtiéndolo
en un candidato prometedor para el estudio de nuevas biomoléculas activas. Sin
embargo, no presentd efectos sobre los microorganismos E. coli, K. pneumonia, P.
aeruginosa y C. albicans al menos con extracto metandlico. Se debe probar con
extractos de hojas secas para determinar si puede ser mas efectivo contra cepas
resistentes de patégenos respiratorios, asi como también implementar otros solventes
como agua, mezclas hidroalcohdlicas, glicoles o disolventes organicos. Ademas,
“matico de monte” no registr6 dafo genético en el uso de esta planta, pero es
necesario tener precaucién dado que en el consumo excesivo causa mareo y
desorientacién, por lo que, podria causar estrés oxidativo lo que generaria
citotoxicidad y malformacién celular. Se recomienda realizar estudios fitoquimicos del
extracto de hojas frescas de P. aduncum de la regién. Asi como del consumo excesivo
de la especie podria causar citotoxicidad de acuerdo con los indicios presentados en

esta investigacion.
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Figura 1. Area de estudio. Siete comunidades Kichwas de Bajo Napo,
Ecuador y lugar de toma de muestras.
Realizado por: Monar Madelyn, 2021.
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Figura 2. Concentracién minima inhibitoria del extracto de P. aduncum contra S. aureus.
Realizado por: Monar Madelyn, 2022.



Figura 3. Linfocitos humanos expuestos a tres concentraciones del extracto de P.
aduncum. a, control (-); b, control (+); ¢, 300 mg/mL; d, 7.5 mg/mL vy e,
0.47 mg/mL.
Realizado por: Monar Madelyn, 2022.



Tabla 1. indice de fidelidad (FL) y usos terapéuticos en siete comunidades
Kichwas de la provincia de Napo.

Usos terapéuticos H M Total FL [%]
Analgésico 7 5 12 50
Antibronquitico 9 12 21 87.50
Antidiarreico 2 2 8.33
Antigripal 6 1 7 29.17
Antiofidico 1 1 4.17
Antitusigeno 2 3 12.50
Catarro 1 2 8.33
Dermatolégico 1 1 4.17
Dolor de huesos 1 1 4.17
Dolor de la rodilla 1 1 4.17
Mal aire 2 2 8.33
Febrifugo 5 8 33.33
Dolor de cabeza 3 12.50
Dolor de garganta 1 1 4.17
Dolor de estomago 1 1 4.17

H, hombre; M, mujer; FL, indice de fidelidad en sus siglas en inglés.
Realizado por: Monar Madelyn, 2021.

Tabla 2. Media + desviacion estandar de radio inhibitorio (mm) segun
concentracién de extracto metandlico (mg/mL) (N=9).

Concentracién [mg/ml] Radio inhibitorio[mm]

300 10.25 + 0.562

150 7.79 £0.72°

75 7.3+0.91°
37.5 4.1 + 0.46°
18.8 2.05 + 0.24¢

9.4 1.76 +£ 0.23¢

4.7 1.97 £ 0.279¢

2.3 1.61 + 0.09¢¢

1.2 1.19 + 0.16°f

0.6 0.87 £ 0.13f

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (p < 0.05,
test de Tukey).

Realizado por: Monar Madelyn, 2022.



Tabla 3. Correlacion entre el didmetro del nticleo (mm) y concentraciones
del extracto metandlico de P. aduncum (mg/mL). N=40

Variable Concentracion

Diametro -0.41~

*p <0.05
Realizado por: Monar Madelyn, 2022.



Anexo 1. Entrevistas estructuradas realizadas en las siente comunidades del Bajo Napo,
Ecuador.
Matico de monte

1. ¢, Qué usos medicinales importantes tiene el “matico de monte”, qué parte usa 'y
como utiliza?

1.

2.

3.

4.

5.

2. ¢ Qué precaucion se debe tener al utilizar el “matico de monte” en las

curaciones?

3. ¢De quién aprendio a utilizar el arbol de “matico de monte” y qué edad tenia
usted?

4, Cuando necesita el “matico de monte” en qué lugar lo encuentra?

5. ¢ En qué meses del afio esta disponible el fruto del “matico de monte”™?

E F M A M J J A S O N D

»

¢ Usted siembra el arbol de “matico de monte”, déonde y como?

7. ¢, Cémo reconoce usted el arbol de “matico de monte”?




8. ¢ Conoce alguna leyenda, cuento o historia sobre el arbol de “matico de
monte”?




Anexo 2. Ensayo exploratorio sobre cinco microorganismos patégenos.

Extracto metandlico de hojas frescas de P. aduncum en agar sélido Muller
Hilton; a. E. coli; b. S. aureus; c. C. albicans; d. P. aeruginosa; e. K.
pneumoniae

Realizado por: Monar Madelyn, 2022.



Anexo 3. Informacién colectada durante las entrevistas organizado por comunidades.

N° de Estructura . . L,
. . Categoria L, Administraciéon L,
Colaboradores Comunidad morfologica A Aplicacion A Descripcion
medicinal terapéutica
Clave usada
. Hoja: alargada, ancha al inicio.
Febrifugo, _ )
L Tallo; delgado con presencia de
Hoja, tallo anal_ge_smo, L nudos. Inflorescencia: Son
5 Nokuno . ’ ! antigripal, Decoccion Oral ) . :
inflorescencias ; oy como lombrices que se
antibronquitico,
encuentran en el centro de
dolor de cabeza .
color blanco amarillento
. . Hoja; alargade y delgada.
Analgésico, J i 9 y delg
Nueva . 7 L Tallos; Parecido al bejuco con
3 Hoja febrifugo, Decoccion Oral -
estrella . o nudos. Inflorescencia: Se
antibronquitico - e
parece a las vainitas de fréjol
Hoja: verde amarillenta, el tallo
San Febrifugo, Decoccioén, tiene nudos grandes; olor como
3 Francisco Raiz, tallo, hoja analgésico, tépico, Oral, emplasto el anis; Flor: larga, redonda,
antibronquitico zumo color blanco como la cola de un
ratén y sale directo del tallo.
Febrifugo, oral. bafio Liana: La planta tienen pelitos
. Analgésico, L ! blancos, rasposa al tacto;
3 San Pablo Hoja Lo Decoccion caliente, S
antiofidico, o) Inflorescencia: es blanca como
. P vaporizacion ) -
antibronquitico colita de raton




Dolor de cabeza,

analgésico, Es un bejuco que crece y se
. antibronquitico, ., enrolla con otras plantas, la
4 Tambayacu Hoja, tallo febrifugo, Decoccion Oral hoja es delgada y pequefa, y el
antitusigeno, tallo es flaco.
antigripal
Antidiarreico, Las hojas son largas, tienen
3 Punibocana Hoja, tallo analgesm_o, dolor Decoccién Oral3 bafio pelusitas y es muy verde. El
de rodillas, caliente tallo es como la guadua, pero
antibronquitico muy delgado.
Febrifugo, Las hojas tienen pelusas
27 de dermatoldgico, Bafo caliente, blancas, son anchas y finas al
3 Hoja, tallo, raiz antigripal, Decoccion vaporizacion, final. La inflorescencia es como
Febrero L,
antitusigeno, Dolor Oral un cable de color blanco
de huesos amarillento.

Realizado por: Monar Madelyn, 2022.



Anexo 4. Flujograma del Ensayo Cometa.

!

Separacién de componentes Obtencién de linfocitos -
sanguineos

<

Colocar las células en Colocar un mL del medio suplementado

el medio RPMI en placas, con un mL de extracto
- . Conservacion en Bafio
Preparacién del medio Maria
RPMI suplementado
F l Incubar por tres horas
- P -—
\
b a - wiki
) Col | A1l Recuperacién de
Portaobjetos a4 °C y olocar |a agarosa con celulas Células y colocacion
posterior colocar la ultima en portaobjetos de agarosa

Lisis capa de agarosa

Visualizacion de las

' Tincion Observacion en el
Electroforesis . X muestras
microscopio

Realizado por: Monar Madelyn, 2022.
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