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RESUMEN 

 
 
El “pitun” (Grias neuberthii) es un árbol nativo de la cuenca amazónica, empleado por 
las poblaciones Kichwa y Shuar, como alimento y en la medicina ancestral por sus 
propiedades depurativas, eméticas y antiinflamatorias. Con base a la importancia 
etnofarmacológica de la especie, este estudio evaluó la actividad antibacteriana y 
antifúngica de los extractos metanólicos de las hojas “pitun” en Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae (AMP-Resistente), Pseudomona 
aeruginosa (AMP-Resistente) y Candida albicans, bacterias y hongos considerados 

patógenos oportunistas, y los principales causantes de enfermedades infecciosas en 
los seres vivos. Además, se evaluó el efecto genotóxico del extracto en linfocitos 
aislados de sangre humana a partir del ensayo cometa. Por último, se determinó el 
valor ancestral de la especie en seis comunidades Kichwa de Bajo Napo a través de 
entrevistas estructuradas. Los ensayos de actividad biológica, mediante la técnica de 
halos de inhibición, demostraron importante actividad antimicrobiana y antifúngica del 
extracto metanólico contra Staphylococcus aureus (CIM=9.4 mg/ml), Candida albicans. 
(CIM=4.6 mg/ml), Klebsiella pneumoniae (AMP-Resistente) (CIM=18.8 mg/ml) y 
Pseudomona aeruginosa (AMP-Resistente) (CMI=37.7 mg/ml). En términos de 

genotoxicidad, no se identificó daño al ADN celular en los linfocitos expuestos al 
extracto, pero sí una reducción del tamaño del núcleo, causando daño a la morfología 
celular. En las indagaciones realizadas en la comunidad, el valor ancestral de la 
especie indica el uso de pitun en el post parto (88%), seguido de analgésico (72%) y 
como una sustancia emética (64%) entre las primeras categorías. Por lo mencionado 
se infiere el uso de pitun como posible agente antimicrobiano y antifúngico en 
microorganismos patógenos oportunistas de importancia clínica. 
 
Palabras clave: medicina ancestral, Lecythidaceae, actividad antimicrobial, extracto 
metanólico, genotoxicidad 
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ABSTRACT 

 
 
The "pitun" (Grias neuberthii) is a tree native to the Amazon region, used by the 
Kichwa and Shuar populations, as food and in ancestral medicine for its purifying, 
emetic and anti-inflammatory properties. The ethnopharmacological importance of the 
species, this study evaluated the antibacterial and antifungal activity of methanolic 
extracts from pitun leaves on Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae (AMP-Resistant), Pseudomona aeruginosa (AMP-Resistant) and Candida 
albicans, bacteria and fungi considered opportunistic pathogens, and the main causes 

of infectious diseases in living beings. Furthermore, the genotoxic effect of the extract 
on lymphocytes isolated from human blood from the comet assay was evaluated. 
Finally, the ancestral value of the species was determined in six Kichwa communities 
of Bajo Napo through structured interviews. Biological activity assays, using the 
inhibition halo technique, demonstrated significant antimicrobial and antifungal activity 
of the methanolic extract against Staphylococcus aureus (MIC=9.4 mg/ml), Candida 
albicans (MIC=4.6 mg/ml), Klebsiella pneumoniae (AMP-Resistant) (MIC=18.8 mg/ml) 
and Pseudomona aeruginosa (AMP-Resistant) (MIC=37.7 mg/ml). In terms of 
genotoxicity, no damage to cellular DNA was identified in lymphocytes exposed to the 
extract, but a reduction in the size of the nucleus, causing damage to cell morphology. 
In the investigations carried out in the community, the ancestral value of the species 
indicates the use of pitun in the postpartum period (88%), followed by an analgesic 
(72%) and as an emetic substance (64%) among the first categories. From the 
aforementioned, the use of pitun as a possible antimicrobial and antifungal agent in 
opportunistic pathogenic microorganisms of clinical importance is inferred. 
 
Key words: ancestral medicine, Lecythidaceae, antimicrobial activity, methanolic 

extracts, genotoxicity. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 

Ecuador es un país megadiverso que posee plantas medicinales utilizadas durante 

milenios por distintos grupos étnicos para curar y prevenir enfermedades (Tirira & 

Rios, 2018). En el país se han reportado al menos 3 118 especies de plantas 

pertenecientes a 206 familias usadas con fines medicinales (Tene et al., 2007). En la 

Amazonía se reconoce el uso de aproximadamente 125 plantas medicinales 

empleadas en el tratamiento de enfermedades asociadas a microorganismos 

patógenos, de las cuales solo 56 % poseen información fitoquímica y reportes de 

actividad biológica  (Caballero-Serrano et al., 2019). En esta misma área existen al 

menos 107 estudios etnobotánicos de plantas medicinales usadas por pobladores 

indígenas (Caballero-Serrano et al., 2019; Rios et al., 2007). Estas investigaciones han 

contribuido en el estudio y determinación de metabolitos secundarios con actividad 

biológica útiles para el desarrollo de fármacos (Armijos et al., 2021). En este contexto 

se destaca Grias neuberthii como una planta de importancia farmacológica por sus 

diversos usos terapéuticos dentro de los saberes ancestrales (Chapalbay et al., 2020; 

Rios et al., 2007). A pesar de lo expuesto, es una de las especies del género Grias con 

la menor cantidad de estudios científicos sobre su potencial antibacteriano y 

antifúngico contra microorganismos de importancia clínica como lo son 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona 

aeruginosa, Candida albicans. Así mismo, no se reportan estudios sobre citotoxicidad 

y genotoxicidad en células sanguíneas, esto es necesario para reconocer si una 

especie puede usada como potencial farmacológico en el tratamiento de 

enfermedades causadas por las especies mencionadas. 

 

Grias neuberthii es una especie perteneciente al género Grias de la familia 

Lecythidaceae que ha sido ampliamente utilizada en la medicina ancestral (Rios et al., 

2007; Saltos et al., 2016). Es un árbol nativo de la cuenca amazónica y se encuentra 

distribuido en regiones tropicales de América del Sur (The World Flora Online, 2022). 

En Ecuador G. neuberthii está localizado en las provincias de Napo, Orellana, Pastaza 

y Morona Santiago (Macbride & History., 1931). Esta especie es conocida como 

“Pitun” por las poblaciones Shuar, Kichwa y mestizas, quienes utilizan las hojas, flores, 

frutos y corteza del árbol como: alimento, antiséptico, antibacterial, antiinflamatorio, 

depurativo y emoliente (Chiriboga & Maldonado, 2002). En algunos casos, el fruto es 

cosechado para ser consumido o comercializado por los Kichwas a mestizos (Saltos et 
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al., 2016). Las hojas se utilizan como “emético” que es una sustancia que induce al 

vómito y depura el estómago (Kahn & Moussa, 1997). Además las estructuras 

morfológicas de Grias neuberthii como el tallo y las hojas son usados en rituales de 

limpieza y depuración realizados específicamente como “tratamiento” post-parto 

(Bernis C et al., 2017). Las parteras Kichwas o Ashangas realizan decocciones de la 

corteza y hojas de pitun como parte del ritual a la madre luego de ocho días del 

alumbramiento (Bernis C et al., 2017). En contraste, con fines abortivos, se utiliza la 

ralladura de la semilla puesta en agua (Rios et al., 2007).  

 

Los análisis fitoquímicos de la especie, realizados en el fruto, hojas, tallos de G. 

neuberthii han demostrado su importancia farmacológica dentro de los saberes 

ancestrales (Rios et al., 2007). En el fruto se han aislado y caracterizado ácidos 

grasos, resultando en 27.36% ácidos grasos saturados, 51.11% de monoinsaturados y 

19.90% de ácidos poliinsaturados, además de aceites esenciales (Alva et al., 2002). 

Con este principio, ha sido posible aislar el ácido linóleo y araquidónico del fruto del 

“pitun” teniendo como resultado la acción inhibitoria del estrés oxidativo del tejido de 

ratones (García et al., 2011). En el estudio de Guamán y colaboradores del extracto 

metanólico del tallo se aisló e identificó compuestos triterpenoides como el Lupeol 

(Guamán-Ortiz et al., 2020). Estos presentan distintas aplicaciones farmacológicas 

como antitumorales, antiparasitarios, antiinflamatorios y antibacterianos (Liu et al., 

2021). Sobre su acción en líneas celulares, se ha logrado probar el mecanismo de 

muerte celular en líneas celulares tumorales PC-3 (células de cáncer pancreático), D-

384 (células de astrocinoma cerebral), MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano) y 

HeLa (adenocarcinoma cérvix) (Guamán-Ortiz et al., 2020; Romero, 2017; Salazar et 

al., 2018; Samaniego, 2017). Las aplicaciones y actividad identificada han sido 

amplias. Por ejemplo, en los estudios de Vásquez y colaboradores, el extracto 

metanólico de la corteza mostró fuerte actividad in vitro antiprotozoaria en cepas 

causantes de la malaria, en especial para la cepa Plasmodium falciparum que tuvo el 

porcentaje de citotoxicidad de 100.0 ± 19.7 unidades (Vásquez-Ocmín et al., 2018). 

Además, en cuanto a las hojas, el perfil fitoquímico obtenido del extracto metanólico de 

hojas secas de Grias neuberthii señala que es positivo a la presencia de 

carbohidratos, alcaloides, flavonoides, saponinas, quinonas y taninos (Guamán-Ortiz 

et al., 2020). Estos últimos compuestos están relacionados con mecanismos de 

defensa antibacterial y antifúngico de la planta (Chiriboga & Maldonado, 2002). Por 

todo lo mencionado se propone el uso de G. neuberthii como posible agente 
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antibacteriano contra bacterias patógenas oportunistas y bacterias patógenas 

resistentes a antibióticos.  

 

Por otra parte, las enfermedades infectocontagiosas continúan siendo causa de 

morbilidad y mortalidad en el mundo (Martinez, 2013). Estas enfermedades son 

provocadas por microorganismos como virus, bacterias, hongos o protozoos que al 

entrar en contacto con el organismo desencadenan cuadros de infección que varían 

según la gravedad y sintomatología. En la actualidad, el control y tratamiento de este 

tipo de enfermedades, se encuentra amenazada por la resistencia antimicrobiana que 

han desarrollado algunos de estos microorganismos (Laxminarayan et al., 2016). Así 

se define a la resistencia antimicrobiana como la capacidad de adaptación que han 

desarrollado algunos microorganismos patógenos para sobrevivir en presencia de 

antimicrobianos, medicamentos usados para inhibir el crecimiento de los mismos 

(Odonkor & Kennedy K, 2012). Uno de los factores que influyen en este fenómeno es 

el uso inadecuado y desmedido de antibióticos por parte de la población (Jamrozik et 

al., 2020). Se estima que anualmente fallecen 700 mil personas por enfermedades 

asociadas a la resistencia bacteriana (WHO, 2021). En Ecuador, en el año 2018 se 

comprobó que bacterias como Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli desarrollaron resistencia a antibióticos 

tipo carbapenémicos y β-lactámicos, en pacientes hospitalarios y de UCI (Ministerio de 

Salud Pública, 2018). En este ámbito, se vuelve prioritario la búsqueda de nuevos 

agentes antimicrobianos para inhibir el desarrollo y crecimiento de los 

microorganismos resistentes a antibióticos (Gupta & Birdi, 2017). 

 

En la presente investigación se tomó en consideración el uso de las hojas de “pitun”, 

mencionado por los entrevistados dentro de los saberes ancestrales, quienes en su 

mayoría sugirieron el uso de hojas frescas en las categorías identificadas. Por este 

motivo se prefirió el empleo de hojas frescas para la elaboración de extractos 

metanólicos. A través de esta metodología se plantea la valorización de los saberes 

ancestrales a partir del conocimiento científico. En base a lo expuesto, se propone 

como objetivo general evaluar la actividad biológica de los extractos metanólicos de 

las hojas de G. neuberthii; además de identificar el valor ancestral de “pitun” en seis 

comunidades Kiwcha; tomando dos objetivos específicos 1) Identificar la actividad 

antimicrobial del extracto metanólico de G.neuberthii contra la inhibición de crecimiento 

de  microorganismos patógenos como: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Candida albicans, Pseudomona aeruginosa (Ampicilina-Resistente) y Klebsiella 
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pneumoniae (Ampicilina-Resistente) y 2) evaluar el efecto genotóxico del extracto 

metanólico de las hojas de G. neuberthii en linfocitos aislados de sangre humana.  

 

2. MÉTODOS 

 

 

2.1 Levantamiento de datos: Conocimiento ancestral y usos de la especie 

 

2.1.1 Área de estudio y el valor ancestral medicinal de Grias neuberthii 

 

El estudio se realizó en la provincia de Napo, territorio que comprende un índice 

poblacional de 56.8% de indígenas de Nacionalidad Kichwa (INEC, 2010). Se 

realizaron entrevistas estructuradas a personas de seis comunidades Kichwa de Bajo 

Napo: 27 de Febrero, Puni Bocana, San Francisco, San José, San Pablo y Sinchi 

Warmi (Figura 1). Las personas entrevistadas fueron informadas del propósito del 

estudio, quienes accedieron a responder voluntariamente. En las entrevistas se 

realizaron ocho preguntas relacionadas con el uso de G. neuberthii en la medicina 

tradicional (Anexo A). Se registraron todos los usos de G. neuberthii mencionados por 

los informantes, luego se organizó la información de acuerdo a las categorías de uso 

según lo propuesto por Rios y colaboradores y se identificó el uso más mencionado 

(Rios et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1-5: Área de estudio. Seis comunidades Kichwa de Bajo Napo  
Realizado por: Vinueza Nicole, 2021 



 

5 
 

2.2 Extractos metanólicos 

 

2.2.1 Recolección de material vegetal 

 

El nombre botánico de la planta se confirmó mediante la base de datos The World 

Flora Online para su recolección (The World Flora Online, 2022). Se recolectó las 

hojas frescas y sanas de Grias neuberthii J.F. Macbr en Chambira, Tena. Estas fueron 

colocadas en fundas de papel e inmediatamente trasladadas al Laboratorio de 

Productos Naturales de la Universidad Regional Amazónica Ikiam para ser preparadas 

antes de su uso. Las hojas se lavaron con agua destilada para eliminar rastros de 

polvo e impurezas y se quitó el exceso de agua con papel absorbente. Estas se 

almacenaron en fundas de papel y se conservó a temperatura ambiente para su uso 

inmediato.  

 

La colecta se realizó bajo la autorización de recolección MAATE-ARSFC-2022-2415 

emitida por el Ministerio del Ambiente y Agua (Anexo B). Además, una muestra del 

material recolectado fue ingresada en la colección del Herbario ECUAMZ de la 

Universidad Estatal Amazónica para su respectiva identificación y registro.  

 

2.2.2 Extracto metanólico 

 

Las hojas frescas de Grias neuberthii J.F. preparadas en el paso anterior fueron 

troceadas (66,7 g) y se maceraron con metanol (Scharlau, España) al 96% (660 mL) 

en recipientes de vidrio de cierre hermético durante cinco días. Las hojas fueron 

separadas del solvente luego de cinco días y se concentró el extracto usando el 

rotavapor (Bunchi R-300), a 35 °C y 90-100 mbar, durante seis horas. El solvente 

metanólico obtenido del rotavapor se incorporó nuevamente a las hojas y se repitió el 

proceso anterior dos veces más, luego de diez y catorce días. Los concentrados 

fueron liofilizados a 80”C y 120mTorr (SP VirTis BenchTop) por siete días.  
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2.3 Actividad antimicrobiana 

 

2.3.1 Preparación de cultivos bacterianos 

 

Las cepas microbianas utilizadas fueron Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus 

aureus ATCC 25923, levadura Candida albicans ATCC 10231 y cepas clínicas 

aisladas de Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa resistentes a ampicilina 

(AMP-Res). Todas las cepas conservadas previamente en glicerol se inocularon en 

caldo de cultivo Müeller Hinton (MHB) (Merck Millipore, Alemania) y se incubaron a 37 

°C durante 18 h con agitación (150 rpm) (Thermo Scientific MaxQ400). Para los 

ensayos exploratorios y de concentración mínima inhibitoria se inoculó cada 

microorganismo en un nuevo caldo MHB y se dejó crecer hasta alcanzar la fase 

exponencial (106 UFC/mL) y la densidad óptica de 0,5-1 en la escala de McFarland. 

 

2.3.2 Ensayo exploratorio 

 

Para determinar la presencia o ausencia de actividad antimicrobiana se empleó un 

modelo inicial de halos de inhibición. La siembra fue por extensión 100 µL de cada 

inóculo bacteriano en cajas Petri individuales que contenían agar Mueller-Hinton 

(Merck Millipore, Alemania). Las cajas Petri se dividieron en cuatro partes para evaluar 

la actividad en cada sección: extracto metanólico de G. neuberthii 200 mg/mL, G. 

neuberthii 300 mg/mL, control negativo y control positivo. Cada sección se perforó tres 

veces con una pipeta pasteur de vidrio estéril donde se añadió 2 µL de cada control y 

extractos en la sección correspondiente (Anexo C). El control negativo fue DMSO y los 

controles positivos fueron ampicilina (0.5 mg/mL) para E. coli y S. aureus; gentamicina 

(1 mg/mL) para K. pneumoniae y P. aeruginosa; y fluconazol (1 mg/mL) para C. 

albicans. Las cajas se incubaron a 37 °C durante 16-18 horas. Aquellos extractos que 

mostraron zonas de inhibición de crecimiento de microorganismos se registraron como 

positivos para actividad antimicrobiana. 

 

2.3.3 Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 

 

El método de difusión en disco (Balouiri et al., 2016) se empleó para las bacterias que 

mostraron sensibilidad al extracto en el ensayo anterior. Las cepas en fase 

exponencial (Sección 2.3.1) se sembraron por extensión en cajas Petri con agar 

Mueller-Hinton solidificado. En este ensayo, cada caja Petri fue divida en tres 
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secciones para aplicar las siguientes soluciones: 1) extracto metanólico de G. 

neuberthii, 2) control negativo (DMSO) usado para disolver el extracto y 3) control 

positivo (antibiótico o antimicótico). En cada sección se colocaron tres discos de papel 

Whatman No.1 de 6 mm de diámetro embebidos con 10 μl de cada solución según la 

sección correspondiente. Se evaluaron diferentes concentraciones del extracto 

metanólico de G. neuberthii preparadas a partir de diluciones seriadas 150, 75, 37.5, 

18.8, 9.8, 4.6, 2.3, 1.12 y 0.6 mg/mL. Las placas se incubaron a 37 °C durante 18 

horas. El ensayo se repitió tres veces por cada concentración probada. El efecto de 

inhibición de crecimiento fue registrado mediante fotografías (Canon EOS REBEL 

T51). En cada fotografía se midió la longitud del halo de inhibición, formado alrededor 

de los discos, en mm utilizando el software ImageJ (Anexo C) (Schneider et al., 2012). 

 

2.4 Actividad genotóxica 

 

2.4.1 Ensayo Cometa 

 

La genotoxicidad del extracto metanólico de “pitun“ se evaluó a partir del ensayo 

cometa, para lo cual, se utilizó en linfocitos aislados de sangre periférica humana en 

suspensión. Los pacientes, hombres y mujeres, fueron seleccionados al azar 

manteniendo un rango de edad de 22 a 25 años. La sangre se extrajo en tubos 

heparinizados estériles, mismos que fueron centrifugados a 3 500 rpm durante cinco 

minutos para separar las células de interés del suero y glóbulos rojos. Los leucocitos 

se colocaron en tubos eppendorf de 1,5 mL y se lavaron con PBS x1 (Gibco, USA), 

hasta tres veces. La muestra obtenida se resuspendió en medio RPMI 1640 (Newcell, 

España) suplementado con 10% de suero fetal bovino, (penicilina/estreptomicina 100 

U/mL, L-glutamina 2 mM y fitohemaglutinina 1%). El medio fue filtrado para conservar 

la esterilidad. En una placa de cultivo celular de seis pocillos se colocó 1 mL de suero 

suplementado con células añadido 1mL de tratamiento del extracto de G. neuberthii en 

concentraciones de 300 mg/mL, 75 mg/mL y 4.69 mg/mL. En el control positivo se 

adicionó 1 mL de peróxido de hidrógeno (H2O2) y en el control negativo 1 mL de medio 

RPMI 1640. La placa se incubó durante 3h a 37° con 5% de CO2.  

 

Los linfocitos sometidos al extracto se recuperaron en tubos eppendorf mediante 

centrifugación a 10 000 rpm y se lavaron con PBS 1x. La muestra se resuspendió con 

80 µL agarosa de bajo punto de fusión al 0.5% en PBS 1x. En el portaobjetos, 

previamente recubierto con 2 capas de agarosa de alto punto de fusión (HMP, 
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Promega, USA) al 0.6% en PBS 1x, se colocó 40 µL de la mezcla anterior y se dejó 

solidificar durante 10 minutos a 4°C. Para fijar la muestra se adiciona 20 µL de LMP y 

se dejó solidificar durante 10 minutos a 4°C. Los portaobjetos preparados se 

sumergieron en tampón de lisis (pH:10, NaCl (PanReac AppliChem, USA) 2.5 M, sal 

disódica de EDTA 100 mM, Tris base 10 mM, NaOH 0.3 M (Merck, Alemania), 10% 

DMSO, 1% tritón x-100, estos dos últimos añadidos 30 min antes de su uso, durante 

toda la noche a 4°C. Transcurrido el tiempo, los portaobjetos se colocaron en un 

tanque de electroforesis horizontal a la vez que fueron bañados con tampón de 

electroforesis alcalino (EDTA 1 mM, NaOH 300 mM, pH> 13) a 4°C durante 10 

minutos. La electroforesis realizada mantuvo las siguientes condiciones: 25 V, 300 mA 

por 20 minutos. Al finalizar, cada portaobjeto se lavó con 1 mL de tampón neutralizante 

(Tris-HCl 400 mM, pH 7,5) refrigerado y se tiñó con Diamond 1x en TBE para su 

visualización en un microscopio de fluorescencia. 

 

2.5 Análisis de datos 

 

El análisis de datos se realizó mediante el software R Studio e InfoStat versión 2020. 

Para los ensayos de actividad antimicrobiana, las diferencias estadísticas entre las 

zonas de inhibición por concentraciones probadas fueron obtenidas a partir del análisis 

de la Varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey. El nivel de significación se fijó 

en p < 0,05. Para los datos no paramétricos con variables organizadas en rangos, se 

aplicó la correlación de Spearman para determinar la fuerza de asociación de ambas 

variables (Mendivelso, 2021). Para los resultados de genotoxicidad se realizó el mismo 

análisis del ensayo antimicrobial, tomando la media del diámetro del núcleo celular ± 

desviación estándar para tres concentraciones de extracto.   
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3. RESULTADOS 

 

 

3.1 Valor medicinal ancestral 

 

De las entrevistas realizadas -se categorizaron 18 usos para Grias neuberthii, de los 

cuales- 10 usos medicinales emplean solo las hojas de “pitun” en decocciones, 

infusiones y baños calientes y el resto de usos emplean otras estructuras (flores, fruto 

y corteza). La mayoría de mujeres entrevistadas registraron el uso medicinal en la 

categoría de postparto (84%), seguida de analgésico (72%), emético y abortivo (64%). 

Mientras que la categoría menos registrada corresponde a antiofídico (4%). Las demás 

categorías medicinales recopiladas tratan afecciones gastrointestinales actuando 

como antiespasmódico, emético y depurativo (64%); así mismo para curar infecciones 

del tracto respiratorio como anti bronquítico (52%), antigripal (44%), antitusivo (32%) y 

antiséptico (28%) (Tabla 1). 

 

 

 
Usos 
terapéuticos Hombres Mujeres 

Frecuencia 
de uso 

Cuidados de 
Postparto 2 19 84,00 

Analgésico 8 10 72,00 

Emético 9 7 64,00 

Abortivo 7 9 64,00 

Antiespasmódico 1 13 56,00 

Depurativo 6 8 56,00 

anti bronquítico 3 10 52,00 

Antigripal 8 3 44,00 

Vasoconstrictor 3 6 36,00 

Antidiarreico 3 6 36,00 

Febrífugo 3 6 36,00 

Antitusivo 2 6 32,00 

Antiséptico 3 4 28,00 

Antiinflamatorio 3 3 24,00 

Emoliente 3 3 24,00 

Antiparasitario 1 2 12,00 

Hipoglicémico   3 12,00 

Antiofídico 1  4,00 

Realizado por: Vinueza, Nicole, 2023 

Tabla 1-3: Frecuencia de uso y usos terapéuticos de seis 

comunidades Kichwas 
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3.2 Actividad antimicrobiana 

 

Los resultados del ensayo de actividad antimicrobiana se expresaron como el valor de 

la media ± desviación estándar de los diámetros de inhibición obtenidos en cada 

concentración de extracto para cada bacteria. Los datos obtenidos a partir de las 

variables de estudio no tuvieron una distribución normal y continua.  Estos mostraron 

una tendencia no paramétrica o monótonas con variables ordinales organizadas en 

rangos, como son las concentraciones del extracto, por lo que se aplicó la correlación 

de Spearman para determinar la fuerza de asociación de ambas variables 

(Mendivelso, 2021). 

 

En el ensayo exploratorio se demostró que los extractos metanólicos de hojas de G. 

neuberthii poseen actividad antimicrobiana para las cepas S. aureus, C. albicans K. 

pneumoniae, P. aeruginosa y E. coli en la concentración de 300 mg/mL (Figura 2). Así 

se obtuvo un diámetro de inhibición de 10.41 ± 0.49 mm para S. aureus, siendo la 

bacteria más sensible al extracto (Tabla 2) al presentar halos de inhibición en las 

nueve concentraciones probadas para determinar la CMI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

Figura 2-5: Concentraciones mínimas inhibitorias del extracto metanólico de 
G. neuberthii contra bacterias patógenas oportunistas. 

Realizado por: Vinueza Nicole, 2023 
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Las medias de longitudes de los diámetros de inhibición de cada concentración 

probada mostraron diferencias significativas, no similares, dependiendo del 

microorganismo usado. En todos los casos, la correlación entre las variables de 

concentración del extracto y las zonas de inhibición de crecimiento fue positiva y fuerte 

(S. aureus y C. albicans: r=0.95; p= 2.2e-16, K. pneumoniae: r=0.84; p= 1.3e-15 y P. 

aeruginosa r=0.92; p= 2.2e-12) lo que indica que a mayor concentración del extracto 

mayor es el diámetro de inhibición (Figura 3).  

 

Figura 3-5: Correlación de Spearman entre variables del extracto y bacteria 
Realizado por: Vinueza Nicole, 2023 

 

De la evaluación de las diferencias de las medias del diámetro de inhibición fueron 

significativas en las siguientes concentraciones: en el caso de S. aureus la 

concentración más alta (300 mg/mL), con un diámetro de inhibición de 10.41 ± 0.49 

mm, la diferencia con las demás concentraciones fue estadísticamente significativa 

(Anexo D 1). Para C. albicans se obtuvo los diámetros de inhibición 7.6 ± 0.6 mm y 7.1 

± 0.5 en las dos concentraciones más altas de 300 mg y 150 mg, estas dos 

concentraciones no fueron diferentes, al igual que las zonas de inhibición de 1.5 ± 0.2 

mm y 0.6 ± 0.1 mm en las concentraciones más bajas de 4.6 mg y 2.3 mg (Anexo D, 

2). En los resultados para K. pneumoniae se obtuvo los diámetros de inhibición 3.7 ± 
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0.4 mm y 3.6 ± 0.3 mm en las dos primeras concentraciones, no mostraron diferencias, 

al igual que las zonas de inhibición de 1.6 ± 0.6 mm y 1.2 ± 0.1 mm en las 

concentraciones más bajas de 37.5 mg/mg y 18.8 mg/ml (Anexo D, 3). Por último, en 

P. aeruginosa se obtuvo los diámetros de inhibición 6.7± 0.5 mm en la concentración 

de 300 mg, que fue significativamente diferente respecto las demás concentraciones, 

pero en los diámetros de inhibición de 1.6 ± 0.6 mm y 1.5 ± 0.2 mm obtenidas de las 

concentraciones de 37.5 mg/ml y 18.8 mg/ml no mostraron diferencias.  

 

Tabla 2-3: Media ± desviación estándar de diámetro de inhibición en (mm) (N=9). 
 

Concentración 

[mg/ml] 

Diámetro de inhibición[mm] 

S. aureus C. albicans K. pneumoniae P. aeruginosa 

300 10.4 ± 0.5a 7.7 ± 0.6a 3.7 ± 0.4a 6.8 ± 0.6a 

150 8.1 ± 0.4b 7.1 ± 0.5a,b 3.6 ± 0.3a 4.2 ± 0.4b 

75 6.9 ± 0.5b 6.2 ± 0.3b,c 2.2 ± 0.3b 3.5 ± 0.3b 

37.5 4.0 ± 0.4c 5.6 ± 0.6c 1.6 ± 0.6b,c 1.7 ± 0.5c 

18.8 3.2 ± 0.3c 3.6 ± 0.2d 1.2 ± 0.2c 1.5 ± 0.2c 

9.4 1.7 ± 0.3d 2.9 ± 0.2d 0.9 ± 0.13c 0.6 ± 0.3c 

4.6 1.1 ± 0.1d 1.5 ± 0.1e   

2.3 0.7 ± 0.2d 0.5 ± 0.1e   

1.2 0.6 ± 0.1d    

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

    Realizado por: Vinueza Nicole, 2023 

 

3.3 Ensayo Cometa 

 

En el ensayo cometa no mostró señales de fragmentación de ADN visualizado a través 

de la formación de cometas en las concentraciones probadas de 300 mg, 76 mg y 4.6 

mg de extracto de G. neuberthii (Figura 4). En el control positivo se tuvo la formación 

de cometas debido a la adición de peróxido de hidrógeno. Por el contrario, en el 

control negativo los núcleos de las células permanecieron intactos. Si bien no hubo la 

fragmentación de ADN de los linfocitos, se mostró la disminución del diámetro de los 

núcleos de los linfocitos a mayor cantidad del extracto (Tabla 3). El coeficiente de 

correlación entre las variables de concentración del extracto y el tamaño de los 

linfocitos fue de r= -0.56; p= 9.3e-10, lo cual indica una correlación inversa que supone 

que a mayor concentración menor es el tamaño del núcleo celular. 
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Figura 4-5. Linfocitos expuestos a tres concentraciones de G.neuberthii. 
                  Realizado por: Vinueza Nicole, 2023 
 

 

 

 

      

 

                                   Realizado por: Vinueza Nicole, 2023 

 

 

 

 

 

                               

Concentraciones 

(mg/ml) 

Diámetro del núcleo 

(mm) 

300 13,48 

76 16,66 

4,6 18,47 

Tabla 3-3. Diámetro del núcleo de los linfocitos 

expuestos al extracto metanólico de 
Grias neuberthii. 
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Figura 5-5: Correlación de Spearman de los 

diámetros de los núcleos de linfocitos 
Realizado por: Vinueza Nicole, 2023 
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4. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

 

4.1 Valor medicinal ancestral 

 

La especie de Grias neuberthii ha sido ampliamente utilizada en la medicina ancestral 

de la población Kichwa y Shuar, de las cuales difiere la manera de uso del material 

vegetal, más no las enfermedades a tratar (Rios, 2007). Así, la población Shuar utiliza 

emplastos de las hojas para tratar dolores estomacales. En cambio, los Kichwas 

beben la infusión de la corteza como emético, que es una sustancia que induce al 

vómito (Lescure et al., 1987). A través de las entrevistas a pobladores Kichwa se logró 

identificar un uso principal de las hojas. Este corresponde a la categoría de postparto, 

ya que ocho de cada diez entrevistados señalan el uso de Grias neuberthii como 

bebida curativa y depurante para las mujeres luego del alumbramiento (Tabla 1). Esta 

categoría de uso también posee relación con usos rituales, puesto que según lo 

mencionado por Berni et al., (2019) la decocción y el baño caliente con hojas y corteza 

de “pitun” se realizan luego de ocho días del nacimiento, con la finalidad de hacer una 

limpieza corporal, anímica y mental (Rios et al., 2007).  

 

Otro uso mencionado es como analgésico, los entrevistados señalan que cuando 

sienten dolor físico o fatiga, beben la infusión de las hojas y así recuperar su vitalidad y 

continuar con sus labores cotidianas. Esta información puede ser comparada con la 

descrita por Vacas y colaboradores que señalan que los Kichwas beben la infusión de 

la corteza de pitun ayuda a combatir el dolor corporal causado por fatiga (Vacas et al., 

2015). En otros usos mencionados que no involucran a las hojas se usa la corteza, la 

ralladura de la semilla y fruto contra el paludismo, la fiebre, el dolor y malestar 

estomacal, la diarrea y vómito. En los reportes de Lescure y colaboradores mencionan 

el uso de la ralladura de la semilla es abortivo y la infusión de las hojas actúan como 

febrífugo (Lescure et al., 1987). 

 

4.2 Actividad antimicrobiana 

 

Grias neuberthii presentó actividad antimicrobiana para todas las bacterias 

mencionadas en este estudio, aunque se registró mayor sensibilidad al extracto en S. 

aureus. En cuanto a E. coli, los halos formados mostraron la presencia de colonias, 

por lo que se consideró como bacteria resistente y no se realizó la determinación de la 
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CMI. Cabe recalcar que no existe una cantidad relevante de estudios para la especie 

utilizada en esta investigación, sin embargo, los resultados obtenidos fueron 

comparados con las investigaciones similares realizadas en diferentes especies de la 

familia Lecythidaceae. Tal es el caso de los estudios efectuados en los extractos 

metanólicos de la especie Planchonia careya donde obtuvieron un CMI de 9 mg/ml 

para S. aureus, concentración similar a la obtenida en este estudio, ya que se obtuvo 

una CMI 9.4mg/ml para la misma bacteria. En cuanto a las Gram negativas, en este 

estudio la actividad antibacteriana del extracto metanólico de G. neuberthii mostró un 

CMI de 18,8 mg/ml (1.6 ± 0.6 mm) y 37.7 mg/ml (1.7 ± 0.5 mm) para K. pneumoniae 

(AMP-Res) y P. aeruginosa (AMP-Res) respectivamente (Tabla 2), considerando las 

diferencias significativas obtenidas en la prueba de Tukey.  

 

Para la evaluación de la actividad antifúngica, G. neuberthii mostró un CMI de 4.6 

mg/ml (1.5 ± 0.1 mm) contra C. albicans. Estos resultados pueden ser comparados 

con los de Ramos y colaboradores, quienes probaron los extractos acuosos de 

Eschweilera pedicellata (Lecythidaceae) contra diferentes cepas de Candida spp. 

obteniendo actividad antifúngica con CMI de 0.50 mg/ml para C. albicans (Ramos et 

al., 2014). Así mismo, estudios realizados por Navya y Anitha probaron la actividad 

antifúngica del extracto metanólico de la corteza de Careya arborea (Lecythidaceae), 

obteniendo un CMI de 50 mg/ml para C. albicans (Navya & Anitha, 2018). Otros 

estudios, como los de Rahman et al. (2005) realizados en los extractos metanólicos de 

corteza seca y pulverizada de Barringtonia acutangula (Lecythidaceae) señalan un 

CMI de 200 ug/ml para C. albicans. Así, en los estudios de Hussin y colaboradores 

señalan que los extractos metanólicos de las hojas de Barringtonia racemosa 

(Lecythidaceae) poseen fuerte actividad antifúngica contra siete especies de hongos, 

incluida Candida spp. En el perfil fitoquímico de las hojas de esta planta se determinó 

la presencia de ácidos fenólicos y flavonoides, metabolitos secundarios producidos en 

respuesta al estrés ambiental y en defensa al ataque de microorganismos (Hussin et 

al., 2009). Los flavonoides de la familia Lecythidaceae no han sido estudiados en su 

totalidad, pero entre los principales hallados en varias especies de la familia se 

encuentra la quercetina, compuesto conocido por su actividad antioxidante y 

antiinflamatoria (Iwashina & Kokubugata, 2016). Aunque aún no se ha demostrado el 

mecanismo de acción antifúngica, se cree que estos compuestos poseen la capacidad 

de inhibir la germinación de esporas de los hongos patógenos (Dhiman et al., 2011).  
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En cuanto a las bacterias usadas en este estudio, se puede inferir que el extracto 

metanólico a partir de hojas frescas de G. neuberthii tiene cierta afinidad por las 

bacterias Gram positivas en comparación con las Gram negativas. Esto podría 

deberse a la composición de la pared celular, puesto que, las bacterias Gram 

negativas tienen una membrana doble de peptidoglicano, la cual sería una barrera 

para el ingreso de los metabolitos presentes en el extracto metanólico de hojas frescas 

(Breijyeh et al., 2020; Raghanvedra et al., 2017). En las bacterias Gram negativas este 

polímero se encuentra en constante estado de recambio, lo que quiere decir que 

pequeños fragmentos de la envoltura celular son desplazados o reemplazados, lo que 

imposibilitaría una unión efectiva entre el sitio activo de la pared celular y el agente 

antimicrobiano (Fisher & Mobashery, 2014). 

 

La actividad antibacteriana hallada en los extractos de especies de Careya arborea y 

Barringtonia asiatica (Lecythidaceae) contra Gram positivas contrasta con los 

resultados de Chah et al., (2006), quienes probaron 20 mg/ml de extracto metanólico 

de hojas secas de Napoleonaea imperialis, encontrando mayor actividad 

antimicrobiana para bacterias Gram negativas. La principal diferencia con este estudio 

es el tipo de material inicial utilizado, para lo cual es importante recordar que los tipos 

de metabolitos secundarios que se obtengan de un extracto depende en gran cantidad 

del estado del material vegetal y la polaridad del disolvente usado en la extracción; y a 

su vez la polaridad del disolvente depende el grado de solubilidad de los 

fitoconstituyentes (Alabi et al., 2012). Por otra parte, la eliminación del agua de la 

muestra puede influir en la eficacia de actividad biológica del extracto y en la 

conservación y durabilidad del extracto a través del tiempo (Kozłowska et al, 2021).  

 

Entonces, una caracterización fitoquímica de la composición de cada extracto, es 

esencial para poder conocer de mejor manera las potenciales moléculas responsables 

de la actividad biológica. Como ejemplo de esta aplicación, tenemos McRae y 

colaboradores aislaron cuatro compuestos del extracto metanólico de hojas frescas de 

Planchonia careya: ácido alfa-dimefólico (ácido graso), ácido hiptático-A (triterpeno 

oleanólico) y ácido 3B-O-cis-p-cumaroiltormentético y ácido 3B-O-trans-p-

cumaroiltormentético que es una mezcla inseparable de triterpenos de tipo ursano 

acilados  como posibles responsables de la actividad antimicrobial (McRae et al., 

2008). Estos presentaron una concentración de CMI más baja que el extracto 

metanólico crudo, siendo 0.1-1 mg/ml al probarlos sobre algunas bacterias Gram 

positivas. En el mismo estudio se probó la actividad antimicrobiana de los extractos 
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acuosos y metanólicos crudos para S. aureus resistente a meticilina, S. aureus (ATCC 

25923) y Mycobacterium fortuitum. Los autores señalan que la potencia antimicrobiana 

del extracto metanólico fue mayor que el extracto acuoso en bacterias Gram positivas 

y micobacterias, en relación con las Gram negativas. Así, el extracto metanólico dio un 

CMI de 9 mg/ml tanto para S. aureus (ATCC 25923) como S. aureus resistente a 

meticilina, cantidades que son similares a las concentraciones de CMI obtenidas en 

este estudio. 

 

 En los estudios de Tsukasa y colaboradores se aislaron diferentes compuestos 

fenólicos de las hojas de Barringtonia asiatica (Lecythidaceae). Los autores 

caracterizaron por primera vez flavonoides como el kaempferol y la quercetina, 

compuestos de importancia farmacológica por su actividad antimicrobiana, 

antiinflamatoria y antioxidante (Iwashina & Kokubugata, 2016). Los flavonoides 

constituyen un gran número de metabolitos secundarios no nutricionales, que cumplen 

con la función de proteger a la planta de factores externos que causen estrés 

(Hernandez et al., 2012). Este estrés puede ser ocasionado por la exposición a altos 

niveles de radiación UV, temperatura, el ataque de microorganismos patógenos, por lo 

que se puede asumir que los extractos de las hojas de la mayoría de las especies de 

Lecythidaceae, poseen actividad antifúngica y antibacteriana.  

 

Así mismo, Chah y colaboradores evaluaron la actividad antimicrobiana de los 

extractos metanólicos de hojas secas de Napoleona imperialis (Lecythidaceae), en 

bacterias multirresistentes aisladas de heridas cutáneas infectadas. Estas especies 

incluyen S. aureus (4 cepas), E. coli (2 cepas), P. aeruginosa (1 cepa) y Proteus ssp (3 

cepas). La concentración probada del extracto metanólico de las hojas fue de 20 

mg/ml, donde todas las cepas, tanto Gram positivas como Gram negativas, mostraron 

señales de actividad antimicrobiana con la formación de zonas de inhibición de 

crecimiento, con diámetros de 16-18 mm (Chah et al., 2006).   

 

Por otro lado, Raghanvedra junto a sus colaboradores usaron extractos metanólicos 

de hojas secas y pulverizadas de Couroupita guianensis (Lecythidaceae), para probar 

la actividad antimicrobiana de esta especie. En ambos estudios se emplearon 

bacterias como S. aureus, S. epidermis, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa y Salmonella 

typhi, siendo el extracto efectivo tanto en bacterias Gram positivas como Gram 

negativas. Así, los autores señalan un CIM de 25 ug/ml para S. aureus en ambos 

estudios (Bhuvaneswari et al., 2014; Raghanvedra et al., 2017). Por último, es 
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necesario recordar que la diferencia de actividad biológica de esta investigación, con 

algunos de los estudios presentados anteriormente, puede darse por la naturaleza del 

extracto probado y las cepas probadas en los mismos. 

 

4.3 Ensayo Cometa 

 

El ensayo cometa, o también conocido como ensayo de electroforesis en gel de 

células individuales, se emplea para evaluar el daño a nivel de ADN provocado por 

algún agente genotóxico. Estos agentes pueden causar la rotura de las hebras de 

ADN en células nucleadas (Liao et al., 2009). En esta investigación se emplearon 

linfocitos humanos, y aun cuando no se identificó la formación de un cometa, se 

observó una relación inversamente proporcional entre la concentración del extracto y 

el tamaño del núcleo, debido a que a medida que la concentración de extracto 

aumentó, el tamaño del núcleo de los linfocitos disminuyó. De esta manera, el tamaño 

del núcleo de los linfocitos expuestos a 4.6 mg/ml de extracto fue de 18.46 mm, a 76 

mg/ml fue de 16.66 mm y por último 300 mg/ml el tamaño del núcleo fue de 13.44 mm 

(Tabla 3).  

 

Los linfocitos poseen una envoltura nuclear esférica, que cuando está en circulación 

es rígido para proteger del daño por el estrés mecánico y cuando migra a los tejidos y 

órganos es deformable. Por otro lado, el núcleo es un orgánulo dinámico que 

almacena la cromatina, el cual puede variar su morfología y actividad dependiendo del 

entorno de la célula. Es así que la morfología del núcleo puede estar determinada por 

los componentes del espacio extracelular (Brown et al., 2001; Skinner y Johnson, 

2017). Con esto en cuenta, se puede inferir que el extracto de G. neuberthii causa 

estrés a los linfocitos, evidenciando un cambio en la morfología celular a causa del 

contacto entre el extracto metanólico y la envoltura nuclear de los linfocitos, lo que 

ocasionaría que la cromatina se compacte y, por lo tanto, el tamaño núcleo disminuya. 

A partir de estos supuestos se podría inferir que los extractos de Grias neuberthii 

poseen actividad citotóxica, aunque sería necesario realizar más análisis, según lo 

expuesto en los estudios de (Celik, 2011). Para Grias neuberthii no se han reportado 

ensayos de genotoxicidad pero sí de citotoxicidad en líneas celulares tumorales, los 

cuales señalan mecanismos de muerte celular por apoptósis (Samaniego, 2017; 

Romero, 2017; Guaman-Ortiz et al., 2020). 
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

 

En esta tesis se reporta a G. neuberthii como una especie usada por comunidades 

Kichwas en 18 categorías de usos medicinales, siendo la más mencionada Postparto o 

cuidados de postparto (84%), seguida de analgésico y emético, malestares que 

podrían estar relacionados por la presencia de agentes infecciosos como hongos y 

bacterias. 

 

En cuanto a la actividad antimicrobiana, el extracto metanólico de las hojas frescas de 

G. neuberthii posee mayor actividad antibacteriana contra Gram positivas como S. 

aureus con un CMI de 9.4 mg/ml; seguido de Gram negativas como: K. pneumoniae 

(AMP-res) con un CMI de 18.8 mg/ml y P. aeruginosa (AMP-res) con un CMI de 37.7 

mg/ml; y actividad antifúngica contra C. albicans con un CMI de 4.6 mg/ml. Sobre la 

genotoxicidad del extracto no se encontró la formación de cometas, lo cual indicaría 

que no hay daño a nivel del ADN, pero sí una notoria reducción del núcleo celular de 

los linfocitos conforme se incrementa la concentración del mismo.  

 

Con base a esta información, es necesario enfocar nuevos estudios en los cuales se 

realice la caracterización fitoquímica, aísle e identifique los metabolitos de la actividad 

antimicrobial, presentes en el extracto metanólico de hojas frescas de “pitun”. También 

sería necesario evaluar esta actividad empleando otros tipos de solventes con distintas 

polaridades como extractos acuosos, etanol, acetona, éter o hexano que podrían 

ampliar la actividad antimicrobial. Además, es necesario evaluar la citotoxicidad de 

esta especie en líneas celulares para comprobar si existe o no un daño real en las 

células expuestas al extracto.   

 

En esta investigación se demuestra el potencial de la especie G. neuberthii como 

fuente de agentes antibacterianos contra S. aureus, P. aeruginosa (AMP-Res) y K. 

pneumoniae (AMP-Res), patógenos resistentes de importancia mundial.
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ANEXOS 

 

 

Anexo A. Entrevistas realizadas en seis comunidades de Bajo Napo. 

“Pitun” 

 

1. ¿Qué usos medicinales importantes tiene el árbol de “pitun”, qué parte usa y 

cómo utiliza? 

1. __________________ ______________________  ______________________ 

2. __________________  ______________________ ______________________ 

3. __________________  ______________________ ______________________ 

4. __________________  ______________________ ______________________ 

5. __________________  ______________________ ______________________ 

 

2. ¿Qué precaución se debe tener al utilizar el “pitun” en las curaciones?  

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________ 

3. ¿De quién aprendió a utilizar el árbol de “pitun” y qué edad tenía usted? 

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________ 

4. Cuando necesita el “pitun” ¿en qué lugar lo encuentra? 

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________ 

5. ¿En qué meses del año está disponible el fruto del “pitun”? 

 

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

 

6. ¿Usted siembra el árbol de “pitun”, dónde y cómo? 

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________



 

 
 

_____________________________________________________________________

________________________________________________ 

 

7. ¿Cómo reconoce usted el árbol de “pitun”? 

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________ 

8. ¿Conoce alguna leyenda, cuento o historia sobre el árbol de “pitun”? 

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_____________________________________________________________________

_________ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Anexo B. Autorización de Recolección de Especímenes 
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Realizado por: Vinueza Nicole, 2023 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo C. Ensayo de Concentración Mínima Inhibitoria del extracto en placas 
contra C. albicans, P. aeruginosa, K. pneumoniae 



 

 
 

Anexo D. Resultados de Anova y Test de Tukey (p < 0.05) 
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Anexo F. Resumen gráfico 
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Anexo E. Resultados del Anova y Test de Tukey (p < 0.05) 

de núcleos celulares  
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