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RESUMEN

La principal fuente de medicina de la mayoria de las comunidades amazonicas son las
plantas. El COVID-19 fue una enfermedad que constituyé una amenaza grave para la
vida de muchas personas de las comunidades amazonicas debido a su vulnerabilidad.
Sin embargo, zonas como el cantén Arajuno mostraron baja tasa de mortalidad, en
principio atribuido al uso de plantas medicinales en forma de jarabes preparados
artesanalmente. El objetivo del trabajo fue caracterizar quimicamente extractos de
cuatro especies vegetales usadas en preparados medicinales para el tratamiento de
COVID-19 por tres comunidades Kichwa del cantén Arajuno. En campo se registraron
13 plantas usadas en los jarabes anti-COVID-19, de las cuales se caracterizaron
extractos acuosos liofilizados de las cuatro méas utilizadas: corteza de tallo de
Aspidosperma sp., C. guianensis, M. laevis y P. sagotianum. Se encontré la presencia
cualitativa y/o cuantitativa de: alcaloides, flavonoides, polifenoles y terpenoides en
Aspidosperma sp.; flavonoides, polifenoles y terpenoides en M. laevis; flavonoides y
polifenoles en las especies C. guianensis y P. sagotianum. Resultados complementados
con la identificacion de 59 moléculas conocidas mediante UPLC-MS/MS. Ademas, se
encontré actividad antimicrobiana en C. guianensis, M. laevis y P. sagotianum. En
general las plantas presentaron grupos de metabolitos reportados en bibliografia como
antagonistas de SARS-CoV-2, el lignano antiviral Arctigenin (30) y moléculas con
propiedades antimicrobianas.

Palabras claves: Aspidosperma sp., C. guianensis, M. laevis, P. sagotianum, COVID-
19, plantas medicinales amazoénicas.
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ABSTRACT

The main source of medicine for most Amazonian communities are plants. COVID-19
was a disease that constituted a serious threat to the lives of many people in Amazonian
communities due to their vulnerability. Instead, places such as Arajuno showed a low
mortality rate, probably for the medicinal plants used. Therefore, the present
investigation aimed to chemically characterize four plant species extracts used in
medicinal recipes for the treatment of COVID-19 by three Kichwa communities in
Arajuno. In the countryside, 13 plants used in anti-COVID-19 syrups were found, of which
lyophilized aqueous extracts (EAL, Spanish acronyms) of the four most used were
characterized: stem bark of Aspidosperma sp., C. guianensis, M. laevis and P.
sagotianum. Qualitative and/or quantitative presence of. alkaloids, flavonoids,
polyphenols and terpenes were found in Aspidosperma sp.; flavonoids, polyphenols and
terpenes were found in M. laevis; flavonoids and polyphenols were found in the species
C. guianensis and P. sagotianum. Results complemented by the identification of 59
known molecules by UPLC-MS/MS. Additionally, antimicrobial activity was found in C.
guianensis, M. laevis, and P. sagotianum. In sum, plants showed groups of metabolites
reported in the literature as SARS-CoV-2 antagonists, the antiviral lignan Arctigenin (30),
and molecules with antimicrobial properties.

Keywords: Aspidosperma sp., C. guianensis, M. laevis, P. sagotianum, COVID-19,
Amazonian medicinal plants.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Antecedentes

Ecuador representa menos del 0.2 % de la superficie terrestre, sin embargo, es uno de
los 17 paises megadiversos con aproximadamente el 10 % de todas las especies de
plantas en el mundo [1]. El 42 % del territorio ecuatoriano corresponde a la Amazonia
caracterizada por contener un alto numero de especies de plantas [2]. Muchas de las
cuales son la principal fuente de medicina para decenas de miles de habitantes que
dependen de los bosques [3,4]. Una investigacion realizada en el Alto Napo de la
Amazonia ecuatoriana encontrd 101 especies de plantas medicinales, a las cuales se
les atribuyd sus propiedades terapéuticas por los grupos de metabolitos presentes en
otras plantas de la misma familia [5]. Otro estudio realizado en la provincia de Pastaza
encontré que cerca del 80% de las 540 especies de plantas utiles eran empleadas en la
medicina tradicional [2].

Arajuno es uno de los cantones de la provincia de Pastaza habitado principalmente por
las nacionalidades Kichwa (74%), Waorani (15%) y Shuar (3%) [6]. Investigaciones en
etnomedicina de estas nacionalidades muestran que el uso y la experimentacién con
plantas aumenta frente a nuevos eventos epidemiolégicos [7,8]. Por ejemplo, aquellas
poblaciones que durante la colonizacion estuvieron mas expuestas a nuevas
enfermedades (poliomielitis, sarampidn, viruela, entre otras) desarrollaron en mayor
medida su farmacopea [8]. EI COVID-19 fue el acontecimiento epidemiolégico mas
reciente que constituyd una grave amenaza a la salud de las poblaciones amazénicas
debido a la poca o nula existencia de infraestructuras de salud, dificil acceso,
susceptibilidad inmunolégica, entre otras razones [9]. Sin embargo, como se mencion6
anteriormente, estas poblaciones empiricamente usaron plantas para el tratamiento del
COVID-19, tal es el caso de los Kichwa del cantén Arajuno [10]. Hasta el momento, la
efectividad de estas plantas se fundamenta en hechos empiricos; sin embargo, segin
reportes epidemiolégicos ninguna persona fallecié a causa de COVID-19 en el canton
Arajuno [11], donde la pandemia se hizo generalizada y la poblacién se protegi6é
ingiriendo diariamente el jarabe en base a plantas medicinales (comunicacién personal:
W. Franco). Adema4s, investigaciones in vitro e in silico sobre metabolitos de plantas

mostraron que andamios moleculares de flavonoides (del tipo flavonol y chalcona),
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polifenoles, alcaloides, terpenos y terpenoides tuvieron interacciones antagonistas

frente a estructuras virales de la familia de los coronavirus [12—14].

El estudio de metabolitos en plantas se puede realizar de dos maneras, mediante el
cribado vegetal de plantas recolectadas al azar o estudiando aquellas plantas que son
usadas en la medicina tradicional, este ultimo método ha sido muy empleado en la
Amazonia [15]. La caracterizacion quimica de plantas permite evaluar la posible
presencia de actividad bioldgica dependiendo de los compuestos identificados, pues un
namero significativo de farmacos utilizados en la medicina moderna son moléculas
derivadas de plantas. Entre 1981 y 2010 el 34% de los farmacos aprobados por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos de los EE.UU. (FDA) fueron productos
naturales o derivados directos de los mismos [16]. De esta manera se entenderia que
muchas de las plantas medicinales que adn no han sido estudiadas podrian ser recursos

importantes de nuevos medicamentos.

Planteamiento del problema

Alrededor del 48% de los ecuatorianos usan plantas medicinales que en la mayoria de
los casos no tienen estudios cientificos comprobados [17]. Las investigaciones sobre
plantas medicinales en la Amazonia ecuatoriana han sido mayoritariamente en
etnomedicina, reportando principalmente la especie y su uso tradicional [5,7]. Tan solo
una investigacién ha respaldado el uso tradicional de las especies Siparuna aspera,
Siparuna macrotepala, Piper leticianum, Piper augustum y Hedychium coronarium
mediante la caracterizacion quimica de extractos de aceites esenciales [1]. Tres trabajos
referentes a plantas medicinales han sido encontrados para el cantén Arajuno, en los
cuales se reportan principalmente actividad biolégica de extractos de plantas y reporte
de uso [18-20]. La necesidad de la validacion cientifica mediante la caracterizacion
guimica de plantas se ve impulsada aln mas por la reciente emergencia sanitaria
causada por el COVID19, debido al consumo de preparados medicinales a base de
plantas que pudieran poner en peligro la salud de las personas [17]. Por otro lado,
estudios en etnomedicina de la Amazonia atribuyen la pronta recuperacion del COVID-
19 por el consumo de plantas medicinales [17,21]. Sin embargo, hasta el momento no
se ha presentado evidencia cientifica que respalde el uso de dichas plantas en el
tratamiento del COVID-19 [22].



Justificacién de la investigacion

La caracterizacion quimica del extracto de plantas medicinales permitird que en futuras
investigaciones se pueda identificar el componente activo en la planta a través de
ensayos in silico, in vitro e in vivo. También se podria realizar ajustes a moléculas
potenciales, esto consiste en realizar modificaciones quimicas con el fin de optimizar el
compuesto en intensidad y selectividad [23]. A fin de abordar el problema epidemiolégico
de plantas medicinales empleadas en el tratamiento del COVID-19, la caracterizacion
quimica de extractos de estas plantas podria validar su uso mediante la actividad de
metabolitos previamente reportados en bibliografia [24]. Finalmente, los metabolitos que
se reporten en esta investigacion pueden ser usados en ensayos in silico para la

identificacion de moléculas con potencial antiviral [25].

Objetivos de lainvestigacion

Objetivo general

Caracterizar quimicamente extractos de plantas usadas en preparados medicinales
para el tratamiento de COVID-19 por los habitantes de las comunidades Chuyayaku,
Nushinu Ishpinku y Shiwa Kucha del cantén Arajuno provincia de Pastaza, Ecuador y

determinacion de su actividad antimicrobiana.

Objetivos especificos

Determinar mediante etnofarmacologia cuantitativa las plantas con mayor consenso
cultural en el tratamiento del COVID-19 para la caracterizacion quimica y ensayo

antimicrobiano.

Determinar cualitativa y cuantitativamente flavonoides, polifenoles, alcaloides y
terpenoides en extracto de plantas de interés farmacol6gico seleccionadas mediante la

etnofarmacologia de las comunidades del canton Arajuno.

Identificar las moléculas presentes en los extractos de plantas de interés farmacologico

mediante metabolémica no dirigida, a través de Cromatografia Liquida de Ultra



Eficiencia acoplada a Espectrometria de Masas en Tandem (UPLC-MS/MS, por sus

siglas en inglés).

Determinar la actividad antimicrobiana (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Candida albicans, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa) de los extractos
de plantas de interés farmacoldgico mediante halos de inhibiciébn en agar por difusién

en pocillos.

Validar el uso tradicional de las plantas de interés farmacoldgico en el tratamiento del
COVID-19 mediante una revision bibliografica de la actividad biol6gica de las

biomoléculas identificadas en esta investigacion.



CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

Etnofarmacologia recoleccién y tratamiento de datos

El muestreo fue del tipo no probabilistico dirigido al “conocimiento experto”, también
conocido como saberes ancestrales de chamanes, curanderos o sanadores [26]. Se
realizaron entrevistas estructuradas sobre las plantas usadas en el tratamiento de
COVID-19 (Anexo 1). El 21 de septiembre de 2021 se visitd la comunidad de Chuyayaku
donde se entrevistd al sabio Edgar Vargas. Al dia siguiente (22/09/2021), se visito las
comunidades Shiwa Kucha y Nushinu Ishpinku; en la primera comunidad se entrevisto
a un equipo conformado por los sabios, Jorge Alvarado, Remigio Andi y Marcia
Calapucha; en la segunda comunidad se entrevisté al sabio Hector Lopez. La
informacion recopilada fue sistematizada para su respectivo tratamiento (Anexo 2). Se
uso el indice cuantitativo Factor de Consenso Cultural (ICF, por sus siglas en inglés)

para determinar las plantas con mayor valor terapéutico a nivel de etnofarmacologia.

r nspp.used

nu
ICF =
Nyr — 1

Donde, nur, €s el nimero de reportes de uso por categoria de uso Yy Nspp.used, €S €l NUMero

de especies usadas por categoria de uso [27].

Debido a que la investigacion se centr6 en plantas empleadas en preparados
medicinales para el tratamiento de COVID-19, dicha categoria de uso no fue
considerada en el calculo del ICF. Las categorias de uso consideradas para el analisis
fueron aquellos relacionados con los sintomas del COVID-19 publicados por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [28].

Recoleccion de muestra vegetal

El recurso vegetal de las comunidades fue recolectado y estudiado con autorizacién No.
1144 emitido por el Ministerio del Ambiente, Agua y Transicién Ecologica (MAE). Las
muestras vegetales para fines experimentales fueron recolectadas de acuerdo con los

métodos tradicionales de las comunidades. Las cortezas de tallo se obtuvieron mediante



el uso de un machete (cuchillo grande con hoja ancha), con el cual se realizaron cuatro
cortes formando un cuadrado sobre la corteza del tallo a aproximadamente un metro de
altura sobre el nivel del suelo. Adicionalmente, en algunos casos fue necesario el uso
de un formon (o escoplo, herramienta manual de corte libre utilizada en carpinteria) para
la separacion de la corteza del tallo de la planta. Las muestras vegetales recolectadas
fueron colocadas en fundas papel Kraft tipo panaderia (PT4, 15 x 27 cm), las cuales
fueron etiquetadas con el nombre comiun de la planta, comunidad y fecha de
recoleccién. Antes de su uso, las cortezas de tallo fueron secadas bajo sombra por una
semana (Anexo 3).

Las muestras vegetales para el herbario fueron recolectadas por el equipo botanico del
proyecto integrado por los botanicos Gabriel Picdn, Gabriel Grefa y la estudiante Maria
José Sanchez, quienes realizaron la coleccion, descripcién e identificacion taxondmica
de las plantas, y posteriormente prepararon los ejemplares botanicos para el envio al
herbario de la Universidad Estatal Amazoénica. Los ejemplares de verificacién botanica
fueron registrados con los cédigos MB8390, MB8397, MB8404, MB8412, MB8440,
MB8446, MB8449 y MB8451.

Preparacion de los extractos vegetales

Se prepararon extractos acuosos con 25 g de material vegetal en relacion 1:5 de
acuerdo con los métodos detallados en Aragao et al. (2018) y Stintzing et al. (2004)
[29,30]. La maceracion fue de 15 dias bajo sombra con 20 minutos de ultrasonido una
vez por dia. Posteriormente, los extractos fueron filtrados en un colador plastico para
luego ser filtrados al vacio con papel filtro (MicroLAB Scientific). Alrededor de 35 ml de
los extractos filtrados fueron colocados en tubos Falcén de 50 ml, congelados a -80 °C
por un dia y colocadas en el liofilizador (BenchTop pro with Omnitronics) por dos
semanas. El polvo liofilizado (extracto acuoso liofilizado) se conservé a — 16 °C hasta
su uso. El calculo del rendimiento de extraccion se realiz6 mediante el uso de la

ecuacion descrita en Truong et al. (2019) [31].

o » Masa del extracto liofilizado
Rendimiento de extraccion (%) = x100
Masa seca de la muestra




Ensayos quimicos cualitativos

Determinacion cualitativa de flavonoides

Ensayo NaOH/HCI: aproximadamente 5 mg de extracto acuoso liofilizado fue disuelta
en 2 ml de hidréxido de sodio (NaOH) al 4 % (m/v). Se usé 5 gotas agua destilada como
blanco control y 5 mg de Quercetina (Sigma-Aldrich) como control positivo para
flavonoides, los controles recibieron el mismo tratamiento de las muestras durante el
ensayo. Luego, a cada una de las mezclas se le afiadié 5 gotas de acido clorhidrico
concentrado (HCI). Una solucion amarilla que se torné incolora al agregar HCl indicé la

presencia de flavonoides. [32]

Ensayo Shinoda: Alrededor de 2,5 mg de extracto acuoso liofilizado fue disuelto en 1 ml
de HCI concentrado con una pequefia cantidad de magnesio metalico (Mg). Se usé 5
gotas de agua destilada como blanco control y 5 mg de Quercetina como control positivo
para flavonoides, los controles recibieron el mismo tratamiento de las muestras durante
el ensayo. La mezcla se dejé en reposo por 5 minutos, se afiadié 1 ml alcohol isoamilico,
se homogeneiz6 mediante vortex y se dejé en reposo por una noche para la separacion
de fases. El ensayo fue considerado positivo cuando el alcohol isoamilico adopté una
de las siguientes coloraciones, amarillo, naranja, carmelita o rojo, intenso en todos los

casos. [33]

Determinacion cualitativa de polifenoles

Ensayo de cloruro férrico (FeCls): un aproximado de 5 mg extracto acuoso liofilizado se
disolvié en 1 ml agua destilada. Se us6 5 gotas de agua destilada como blanco control
y 5 mg de Quercetina como control positivo, los controles recibieron el mismo
tratamiento de las muestras durante el ensayo. Luego se coloc6 unas gotas de solucién
de FeCls al 1% (m/v). La coloracion intensa de las muestras en verde, parpura, azul o

negro mostro la presencia de polifenoles. [34]

Determinacién cualitativa de alcaloides

Ensayo Dragendorff y Wagner: aproximadamente 12 mg de extracto acuoso liofilizado
fue disuelto en 2 ml HCI al 10 % (v/v). Se us6 agua destilada como blanco control y
7



alrededor de 5 mg de Atropina (Sigma Life Science) como control positivo para
alcaloides, los controles recibieron el mismo tratamiento de las muestras durante el
ensayo. Los extractos acidos fueron centrifugados por 5 minutos a 2000 rpm y se
recuperé el sobrenadante. El pH del sobrenadante recuperado fue ajustado 6 con una
solucion de amoniaco diluido (NHs). Finalmente, se coloc6 gotas del reactivo comercial
Dragendorff (Sigma-Aldrich) y el preparado de Wagner segun corresponda, un marrén

rojizo en ambos casos indicé la presencia de alcaloides. [32]

El reactivo Wagner se preparé de acuerdo con los métodos detallados en el trabajo de
Villagomez (2007) [35]. Para una solucién Wagner de 25 ml, se midié en una balanza
analitica (Ohaus) 317.5 mg de yodo (I) y 500 mg de yoduro de potasio (KI). El KI fue
disuelto en 1.250 ml de agua destilada y colocada en un balén aforado de 25 ml junto
con el yodo pesado anteriormente. Luego, el balén fue aforado con agua destilada y se
homogeneizé mediante inmersion. Posteriormente, el balon fue cubierto con papel

aluminio para proteger de la luz y conservado a 20 °C hasta su uso.

Determinacién cualitativa de terpenoides

Ensayo Salkowski: aproximadamente 5 mg de extracto acuoso liofilizado fue disuelta en
1 ml de metanol, la mezcla se homogeneizé mediante vortex, se dejé en reposo por
alrededor de 1 hora y se recuper6 el sobrenadante. El sobrenadante recuperado fue
mezclado con 1 ml de cloroformo mediante vortex. Luego, se adiciond cuidadosamente
por las paredes &cido sulfarico concentrado (H.SO.). Se us6 agua destilada como
blanco control y alrededor de 5 mg de Alcanfor (Walrus Brand) como control positivo,
los controles recibieron el mismo tratamiento de las muestras durante el ensayo. Una

coloracién marron rojiza en la interfase mostroé la presencia de terpenoides. [36,37]

Ensayos quimicos cuantitativos

Cuantificaciéon de flavonoides totales

El método fue estandarizado en el Laboratorio de Quimica 1 de la Universidad Regional

Amazédnica lkiam. Se usaron los métodos descritos en Wang et al. (2019) con

modificaciones detalladas a continuacion [38]. Los extractos acuosos liofilizados fueron

disueltos en agua destilada y metanol. Se prepararon 9 niveles de Quercetina en un
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intervalo de trabajo de 1-16 pg/ml (nivel 1 = 1 pg/ml, nivel 2 = 2 ug/ml, nivel 3 = 3 pg/ml,
nivel 4 = 4 pg/ml, nivel 5 =5 pg/ml, nivel 6 = 7 ug/ml, nivel 7 = 10 pg/ml, nivel 8 = 13
pg/ml y nivel 9 = 16 pg/ml), se usaron dos controles positivos (Quercetina disuelta en
metanol a concentraciones de 3.5 ug/mly 11 pg/ml), uno después del nivel 3 y otro tras
el nivel 7, dos blancos control de metanol, uno luego del nivel 5 y otro después del tltimo
nivel. Exactamente, 1 ml de muestra y cloruro de aluminio (AICls) al 2% (m/v) fueron
mezclados en un tubo de ensayo, se dejé reposar en oscuridad por 10 minutos.
Inmediatamente, se midio la absorbancia a una longitud de onda de 438 nm en un
espectrofotébmetro (SHIMADZU UV-1280), en paralelo se midi6é la absorbancia de la
muestra preparada con metanol en reemplazo de AICIs. La absorbancia empleada para
los célculos fue la diferencia de la muestra con y sin AICls. El contenido de flavonoides
fue expresado en pg de flavonoides totales con base en Quercetina (FTQ) por mg de
extracto acuoso liofilizado (EAL).

Cuantificacion de polifenoles totales

El método fue estandarizado en el Laboratorio de Quimica 1 de la Universidad Regional
Amazoénica lkiam. Se usaron los métodos descritos en Lartey et al. (2020) con
modificaciones detalladas a continuacion [39]. Los extractos acuosos liofilizados fueron
disueltos en agua destilada, el estandar de Acido Galico en agua—metanol 1:1 y se usé
agua destilada como blanco control. Se prepararon 6 niveles de Acido Galico en un
intervalo de trabajo de 25-500 pg/ml (nivel 1 = 25 pg/ml, nivel 2 = 50 pg/ml, nivel 3 =100
pg/ml, nivel 4 = 200 pg/ml, nivel 5 = 400 pg/mly nivel 6 = 500 pg/ml) y un control positivo
(Acido Galico disuelta en agua-metanol 1:1 a concentracion de 150 pg/ml) luego del
tercer nivel. Exactamente, 100 ul de la muestra se mezcld con 860 ul de agua destilada,
40 ul del reactivo comercial Folin-Ciocalteu (Supelco®) y se dejé en reposo por 5
minutos. Luego, se afiadié 100 ul de agua destilada, 100 pl carbonato de sodio (Na.COs)
al 7% (m/v) y se dejo reposar por 60 minutos. Inmediatamente, se midio la absorbancia
en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 750 nm. El contenido de polifenoles
fue expresado en pg de polifenoles totales con base en Acido Galico (PTAG) por mg de

extracto acuoso liofilizado (EAL).



Cuantificacion de Alcaloides totales

El método fue estandarizado en el Laboratorio de Quimica 1 de la Universidad Regional
Amazonica lkiam. Se usaron los métodos descritos en Truong et al. (2019) con
modificaciones detalladas a continuacion [31]. Los extractos acuosos liofilizados y el
estandar de Atropina fueron disueltos en agua destilada. Exactamente, 1 ml de la
muestra se mezcld con 2,5 ml de tampdn fosfato (K.HPO4 al 3,5 % m/v a pH 4,7 ajustado
con acido citrico C¢HgO-), seguido de 2,5 ml de solucién de verde de bromocresol
(C21H14Br40sS) al 3,5 % m/v y 5 ml de cloroformo. La mezcla fue homogeneizada
mediante vortex por 1 minuto y se centrifugd por 5 minutos a 2000 rpm para la
separacion de fases. Luego, se eliminé el sobrenadante (fase superior) y se leyé la
absorbancia de la fase inferior en un espectrofotometro a una longitud de onda de 415
nm. El contenido de alcaloides fue expresado en pug de alcaloides totales con base en

Atropina (ATA) por mg de extracto acuoso liofilizado (EAL).

Ensayo antimicrobiano

Dilucion del EAL y controles positivos

Las muestras y los controles fueron preparados de acuerdo con los métodos detallados
en Manandhar et al. (2019) [40]. Los extractos acuosos liofilizados (EAL) fueron
disueltos en Dimetilsulfoxido (DMSO) a concentraciones de 20, 40 y 80 mg/ml. Se
usaron los métodos descritos en Gavriil et al. (2021) para eliminar posibles insolubles
presentes en los extractos disueltos anteriormente [41]. El cual consistio en la
homogeneizacion de la mezcla mediante vortex, ultrasonido y centrifugacion por 5
minutos a 10000 rpm. Luego, se recuperd el sobrenadante para su uso posterior en
ensayos antimicrobianos. Por otro lado, los farmacos comerciales Ampicilina,
Gentamicina y Fluconazol fueron diluidos en agua ultra pura (H20 tipo | esterilizada
mediante autoclave) a 1 mg/ml de concentracion. Hasta su posterior uso, los
sobrenadantes de los extractos vegetales fueron conservados a — 16 °C, mientras que,

los controles positivos se almacenaron a — 20 °C.
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Activacion de cepas microbianas

El método fue estandarizado en el Laboratorio de Biologia Molecular y Bioquimica de la
Universidad Regional Amazdnica lkiam. Se usaron los métodos descritos en Manandhar
et al. (2019) con algunas variaciones [40]. El ensayo consistié en el uso de cinco cepas
de microorganismos del Tipo Coleccion Americana de Cultivo (ATCC, por sus siglas en
inglés), tres susceptibles a medicamentos (Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Candida albicans) y dos resistentes a ampicilina (Klebsiella pneumoniae vy
Pseudomonas aeruginosa). Microrganismos usados por ser de interés para la salud
pubica, pues, éstos son patdégenos humanos considerados de prioridad segun la OMS
debido al surgimiento de cepas resistentes a antibiéticos, por ende, el desarrollo y/o
descubrimiento de nuevos antimicrobianos para los mismos se han considerado como
una urgencia inmediata [42]. Los materiales y los medios de cultivos detallados en
adelante previamente fueron esterilizados mediante autoclave. Se prepar6 280 ml de
medio de cultivo Mueller Hinton Broth (MHB) de acuerdo con las especificaciones del
producto, 20 ml del medio MHB fue dispensado en tubos de vidrio con tapa y en botellas
de vidrio de 100 ml. La activacién de microorganismos se realizé mediante la inoculacion
de 100 pl de in6culo crio preservados en tubos con 20 ml de medio MHB, incubacién
por una noche a 37 °C y 125 rpm en una incubadora con agitacion. Luego, 500 pul de
microorganismos activados fueron pasados a botellas con 20 ml de medio MHB. Luego,
los pases fueron incubadas a las mismas condiciones anteriores durante 2 horas en el
caso de E. coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa, 2,5 horas en el caso de S. aureus y 6
horas en el caso de C. albicans. Tiempo necesario para que las cepas bacterianas
alcancen un crecimiento exponencial de 108 UFC/ml (unidades formadoras de colonia

por mililitros de medio de cultivo) y el hongo un crecimiento exponencial de 10 UFC/m.

Siembray antagonismo microbiano

Se prepar6 500 ml de medio de cultivo Mueller Hinton Agar (MHA) de acuerdo con las
especificaciones del producto. Alrededor de 20 ml de medio MHA derretido fue vertido
en cajas Petri para la siembra de microorganismos. Trascurrido el adecuado tiempo de
incubacién de las bacterias (2 horas en el caso de E. coli, K. pneumoniae y P.
aeruginosa; y, 2,5 horas en el caso de S. aureus), el indculo bacteriano (no aplica para
C. albicans) se prepar6 diluyendo 200 pl de microorganismos en crecimiento

exponencial 108 UFC/ml en 19,8 ml de medio de cultivo MHB, dilucién realizada para
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llegar a un crecimiento exponencial de 10 UFC/ml. La técnica de siembra usada fue
mediante hisopo a partir de 150 pl de inéculo. El cual consistié en arrastrar el in6culo
con un hisopo de manera horizontal sobre toda la superficie del agar (MHB). Luego, las
cajas de Petri sembradas fueron dejadas entre abiertas bajo una campana de
bioseguridad con flujo encendido por 15 minutos, actividad que permitié acelerar el

secado del indculo liguido colocado sobre el agar.

Previamente las cajas Petri fueron divididas en 4 secciones, dos areas/secciones para
testear concentraciones de 40 y 80 mg/ml del EAL de las cortezas de tallo de las
especies de interés (en el caso de la especie C. guianensis se us6 concentraciones de
20 y 40 mg/ml), una seccion para el control positivo y otra para el blanco control DMSO.
En cada division se realizaron 3 perforaciones mediante succion con pipeta Pasteur de
vidrio, generando pocillos en agar de alrededor de 1.3 mm de didmetro. Posteriormente,
en cada perforacion se coloco6 2 pl de muestra y controles segun corresponda. Luego,
las cajas Petri con los extractos y controles fueron dejadas entre abiertas bajo una
campana de bioseguridad con flujo encendido por 15 minutos, con el fin de acelerar el
secado de los extractos y controles colocados en los pocillos. Finalmente, las cajas Petri
fueron tapadas completamente, selladas con Parafilm e incubadas a 37 °C por 18 horas.
Los halos de inhibicion fueron determinados mediante el software de analisis de imagen
ImageJ (https://imagej.nih.gov/ijf/download.html). ElI antagonismo microbiano fue
expresado en milimetros (mm) de diametro de los halos de inhibicion observables y

medibles.

Medicién del didmetro de los halos de inhibicién

Se uso el software ImageJ 1.53v (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
Maryland, USA) anteriormente aplicado en la medicion de perimetros circulares
presentes en imagenes de origen bioldgico [43]. Para andlisis de imagen en ImageJ se
tomaron fotos de las cajas Petri con resultados del ensayo antimicrobiano junto con una
regla milimétrica usada como escala. La imagen fue cargada (File > New - Open) y
calibrada para la medicion del perimetro de los halos de inhibicion. Para ello, se us6 la
regla milimétrica presente en la imagen de analisis; se realizaron 10 mediciones con la
herramienta Straight desde 0 cm hasta 1 cm sobre la imagen de la regla milimétrica, se
presiond la letra M para registrar el resultado de la medicion; se obtuvo el promedio y la

desviacion estandar de las mediciones realizadas, para lo cual, se ubico el cursor sobre
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la tabla de mediciones, clic en Results > Summarize; el promedio de las distancias
medidas anteriormente se usé para calibrar la imagen, para ello, se coloc6 sobe la barra
de herramientas principal del programa, clic en Analyze - Set Scale, luego en “Distance
in pixels:” se coloco el promedio de las mediciones realizadas anteriormente, en “Known
distance:” se colocd 10 (milimetros medidos sobre la imagen de la regla), en “Pixel
aspecto ratio:” se colocé 1.0 (convierte pixeles a una unidad de medida conocida), en
“Unit of length” se colocd milimetros (mm) y clic en OK. El perimetro de los halos de
inhibicion se midi6 con la herramienta Oval, se uso la formula Perimetro/r para calcular
el diametro de los halos de inhibicién. El resultado fue expresado como el promedio de

tres repeticiones y su desviacion estandar (X £ o).

Identificacion de moléculas presentes en los extractos de plantas

Extraccion en Fase Sélida (SPE)

El tratamiento de muestra y acondicionamiento del equipo se realiz6 de acuerdo con los
métodos descritos en Bajkacz et al. (2018) con modificaciones detalladas a continuacion
[44]. Exactamente 5 mg de EAL fue disueltos en 10 ml de agua tipo | acidificada con HCI
(pH 3,5). Las columnas SPE consistieron en émbolos de jeringas (MedicLife®) de 5 ml
con una capa de algodén purificado con hexano en la base y 600 mg de silica gel
(Sigma-Aldrich) en la parte superior. Las columnas fueron acondicionadas con 15 ml de
metanol seguido de 6 ml de agua acidificada con HCI (pH 3,5). Luego, el extracto fue
pasado por la columna a un caudal de 1 ml/min. Seguidamente, se pas6 6 ml de metanol
por la columna, fraccion que fue recuperada, concentrada hasta la sequedad y
reconstituida con agua tipo |. Se prepararon 500 mg/ml de muestras individuales y un

pool de muestras para lectura en equipo UPLC-MS/MS.

Preparacion de estandares

Se prepararon 50 ml de soluciones madre de Acido Galico, Catequina y Quercetina a
una concentracion de 100000 ng/ml. A partir de las cuales se prepar6 10 ml de solucion
estandar de polifenoles (mezcla de Acido Galico, Catequina y Quercetina) a 10000
ng/ml. El estandar de polifenoles se us6 para optimizar los parametros del equipo UPLC-
MS/MS (caudal, volumen de inyeccién, energia de colisién, entre otras), para ello se
testearon concentraciones de entre 50 y 500 ng/ml.
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Acondicionamiento del UPLC-MS/MS

La fase mdvil consistié en acido férmico al 0.1% en agua como disolvente A y &cido
férmico al 0,1% en acetonitrilo como disolvente B. El perfil de gradiente fue de 1% B (0
min.), 99% B (1 min.), 20% B (10 min), 25% B (20 min), 35% B (25 min), 50% B (35 min),
20% B (10 min) y B al 1% (41 min.), a un caudal de 0.25 ml/min. El volumen de inyeccion
fue de 10 pl. La ionizacién por electro pulverizacion (ESI) se realizé6 en modo negativo
para analisis de masas. Las condiciones de identificacion usadas fueron: voltaje de AT
3,5 kV; capilar 7 yA; voltaje de la boquilla 500 V; delta EMV 300 V; flujo de gas 5 ml/min;
temperatura del gas 350 °C; presion del nebulizador 45 psi; temperatura del gas
envolvente 350 °C; flujo de gas envolvente 11 ml/min; rango de escaneo 100-1200 m/z
unidades; modo de adquisicién de datos MSE con tres energias de colision 0eV para
MS1 y rampa de 20 a 30 eV para MS2.

Tratamiento de datos

Los datos (Anexo 16) fueron tratados en el software MSDIAL version 4.90
(http://prime.psc.riken.jp/) para metabolomica no dirigida de datos MS del tipo
Fragmentacion de Todos los lones (AlIF, por sus siglas en inglés) o MSE. Algunos de los
parametros usados en el software fueron, altura minima del pico MS1 de 3000 amplitud,
corte de abundancia de MS/MS de 17 amplitud, corte del puntaje de identificacién del
80 % y se eliminaron los picos del blanco presentes en las muestras con maximum
sample intensity/average blank intensity > 5 [45]. Para la identificacion de metabolitos
se uso la biblioteca de MSDIAL en la que incluyen diferentes bases de datos (MassBank,
ReSpect, RIKEN, entre otras) “ESI(-)-MS/MS from authentic standards” para
cromatografia liquida actualizacién el 16 de julio de 2022
(http://prime.psc.riken.jp/compms/index.html).

La identidad de metabolitos sin estandar de referencia fue determinada mediante la
coincidencia del ion molecular y los espectros MS/MS con la biblioteca, una
identificacion de nivel 2 segin Sumner et al., (2007) [46]. En cambio, la identificacion de
nivel 1 se realizé mediante la verificacion del tiempo de retencion (RT) con el estandar
de referencia (Acido Galico, Catequina o Quercetina), asi como su ion molecular y
fragmentos MS/MS. El estandar de polifenoles fue usado para determinar la intensidad

de pico minimo a la que los estandares (Acido Gélico, Catequina y Quercetina) pueden
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ser identificados correctamente en la biblioteca. Los picos cromatograficos identificadas
con el software fueron depurados mediante la verificacién de que su intensidad sea igual
o0 mayor al estadndar de polifenoles, que el metabolito sea el mismo en las tres energias
de colision (0, 20 y 30 eV) y que el porcentaje de puntaje total con la libreria sea igual o

superior al 80%.

Posteriormente los metabolitos identificados fueron agrupados de acuerdo con la
clasificacion asignada por las bases de datos MassBank of North America (MoNA,
https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/) y PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).
Los flavonoides fueron separados del grupo de polifenoles mediante criterios basados
en los trabajos de Creus (2004) y Harborne (1984) [34,47].

Tratamiento estadistico de datos

Los ensayos de cuantificacion de metabolitos totales en espectrofotometria, la lectura
de muestras en UPLC-MS/MS vy la actividad antimicrobiana fueron realizados por
triplicado para la presentacion de resultados en promedio y desviacion estandar (X = o),
en el caso de los metabolitos identificados en biblioteca se uso la precision de medicion
de masa media absoluto (error de masa). En espectrofotometria los parametros
analiticos de calidad para la validacion de método verificados fueron el limite de
deteccion (LD), limite de cuantificacion (LQ) y porcentaje de recuperacion (%R). Los
limites de deteccion y cuantificacion fueron expresados en concentracién, como el
producto de 3 veces (10 veces para el limite de cuantificacién) la desviacién estandar
de 10 absorbancias del blanco por la pendiente de la curva de calibracion. El porcentaje
de recuperacién se calcul6 mediante el cociente de la concentracién obtenida mediante
absorbancia y la concentracién real del estandar de referencia preparado por 100, cuyo
parametro optimo de acuerdo con Cafiez y Garcia (2015) deberia de estar entre valores
de 85y 115 % [48].
30 100 __ Concentracion obtenida

LD =32 1LQ =222 %R = «100
m m

Concentracion real

Donde, LD, limite de deteccion, LQ, limite de cuantificacion, o, desviacién estandary m,

pendiente de la curva de calibracion.
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La precision de medicidbn de masa de los metabolitos identificados fue expresada en
ppm y calculado mediante el promedio de valor absoluto del error de masa de una sola
lectura [49]. El error de masa de una sola lectura expresada en ppm corresponde a la
diferencia de la masa medida y la masa exacta teérica en modo negativo, sobre la misma
por 10°.

mj — (ma - 1)

x10°
(ma - 1)

Ami =

_ ZilAmy]

n

Donde, Amj, error de masa de una sola lectura expresada en partes por milléon, ppm,
precision de medicion de masa media absoluta, m;, masa experimental en modo
negativo, m,, masa exacta tedrica 0 masa mono isotopica teorica y n, nimero de
mediciones.
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CAPITULO II: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

Etnofarmacologia del cantdén Arajuno

Se documentd un total de 13 plantas usadas en preparados medicinales para el
tratamiento del COVID-19: Anis de monte e Intiangu (sin identificacion botanica),
Aristolochia sp., Aspidosperma sp., Couroupita guianensis Aubl., Cymbopogon citratus
Stapf., Monteverdia laevis (Reissek) Biral., Myroxylon balsamum Harms., Ocotea quixos
(Lam.) Kosterm., Piper sp., Protium sagotianum Marchand., Sloanea synandra Spruce
ex Benth. y Tynanthus panurensis (Bureau) Sandwith. Las plantas Anis de monte e
Intiangu no fueron consideradas en analisis posteriores. Las plantas Cymbopogon
citratus Stapf. y Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. fueron usadas como ingredientes
aromatizantes en preparados medicinales (Anexo 2), por lo que estas plantas tampoco

fueron consideradas en andlisis posteriores.

Tabla 1. Factor de Consenso Cultural (ICF) de las plantas usadas en preparados
medicinales para el tratamiento del COVID-19.

Especie Uso* ICF
C. guianensis Dolor de cabeza 1,00
Aspidosperma sp.
P .p P Diarrea 0,80

M. laevis
M. balsamum ) ]

) Problemas respiratorios® 0,75
Piper sp.
M. balsamum )

) Fiebre 0,67
Piper sp.
Aspidosperma sp.
C. guianensis
M. balsamum Dolor del cuerpo 0,60

M. laevis

P. sagotianum

*Categoria de uso relacionados a los sintomas de COVID-19 reportado por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). “Categoria de uso que comprende, dolor de garganta, congestion nasal, tos y gripe. Realizado por:
Pastufia, 2022.

Ademas del COVID-19 se registraron otros 20 usos medicinales, de los cuales 8 tuvieron
relacion con los sintomas reportados por la OMS para COVID-19 [28]. De esta manera

se obtuvo un factor de consenso cultural de 1,00 en el uso de C. guianensis para el
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tratamiento del dolor de cabeza. El otro ICF de interés fue de 0,80, obtenido en el uso
de las especies Aspidosperma sp. y M. laevis para el tratamiento de la diarrea. Los
demas ICF relacionados a los sintomas de COVID-19 fueron 0,75, 0,67 y 0,60 para
problemas respiratorios, fiebre y dolor del cuerpo, respectivamente. De esta manera,
con base en la Tabla 1 se consideré a las plantas Aspidosperma sp., C. guianensis, M.
laevis y P. sagotianum ideales para la caracterizacién quimica y ensayo antimicrobiano.
Ademas, la etnofarmacologia de estas especies seleccionadas reveld que la estructura
morfoldgica de la planta usada en preparados medicinales fue la corteza de tallo y que
sus propiedades medicinales pueden ser obtenidas mediante extraccién con alcohol o
agua (Anexo 2).

Resultado de los ensayos quimicos cualitativos

El rendimiento de maceracién acuosa de corteza de tallo de las plantas Aspidosperma

sp., C. guianensis, M. laevis y P. sagotianum fueron de 3,399 + 0,005, 1,449 + 0,003,

Tabla 2. Ensayo quimico cualitativo de extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de
las plantas del cantén Arajuno usadas en preparados medicinales para el
tratamiento de COVID-19.

Ensayo Aspidosperma Prot.ium Montev.erdia Co-uroupifa
sp. sagotianum laevis guianensis

Flavonoides

NaOH/HCI - + + ++

Shinoda + + ++ 444

Polifenoles

Cloruro férrico + + ++ 4+

Alcaloides

Dragendorff - - - -

Wagner ++ - - -

Terpenoides

Salkowski +++ - i )

Donde, +++, abundante, ++, moderado, +, escaso y -, ausente. Realizado por: Pastufia, 2022.

2,739 £ 0,003 y 2,992 + 0,007 %, respectivamente. Los ensayos cualitativos realizados
para la determinacion de metabolitos especializados de interés mostraron que todos los
EAL de corteza de tallo de las plantas estudiadas (Aspidosperma sp., C. guianensis, M.
laevis y P. sagotianum) contienen polifenoles y flavonoides. Las plantas Aspidosperma
sp. y M. laevis ademas contienen terpenoides. Los alcaloides Unicamente estuvieron

presentes en la planta Aspidosperma sp. (Tabla 2).
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La decoloracion/transparencia de los EAL en NaOH al 4% luego de afiadir gotas de HCI
concentrado revel6 la presencia de flavonoides en las muestras. Resultados que fueron
corroborados con el ensayo Shinoda, donde la coloracién del alcohol isoamilico en
amarrillo (C. guianensis), carmelita (P. sagotianum y M. laevis) y naranja (Aspidosperma
sp.) demostro la presencia de flavonoides en las muestras (Anexo 4). El color purpura
(en la planta Aspidosperma sp. y M. laevis), negro (C. guianensis) y verde musgo (P.
sagotianum) tras afiadir gotas de FeCls al 1% (m/v) mostré la presencia de polifenoles
en las muestras (Anexo 5). La coloracion rapida de un marrén rojizo a un precipitado
oscuro tras afiadir gotas de reactivo Wagner revel6 la presencia de alcaloides en el EAL
de la corteza de tallo de la planta Aspidosperma sp., resultado que fue verificado con el
control positivo de Atropina (Anexo 6). Una coloracién marrén y marrén rojizo en la
interfase del ensayo Salkowski mostré la presencia de terpenoides en las muestras de

Aspidosperma sp. y M. laevis respectivamente (Anexo 7).

Resultado de los ensayos quimicos cuantitativos

La planta con mayor contenido de flavonoides fue C. guianensis con 5,5 = 0,1 ug

FTQ/mg-EAL, seguida de M. laevis con 1,5 £ 0,1 pg FTQ/mg-EAL, P. sagotianum con

Tabla 3. Contenido de metabolitos totales presentes en extracto acuoso liofilizado de las
plantas del cantén Arajuno usadas en preparados medicinales para el
tratamiento de COVID-19.

Especie Flavonoides® Polifenoles® Alcaloides®
Aspidosperma sp. 0,79+ 0,01 38,4 +0,6 18,54 £ 0,07
C. guianensis 55+0,1 213+7 -
M. laevis 1,5+0,1 135+4 -
P. sagotianum 0,82 + 0,04 56 +2 -

°Contenido de flavonoides expresados en pg de flavonoides totales con base en Quercetina (FTQ) por mg de
extracto acuoso liofilizado (EAL). *Contenido de polifenoles expresado en pg de polifenoles totales con base en
Acido Galico (PTAG) por mg de extracto acuoso liofilizado (EAL). “Contenido de alcaloides expresado en pg de
alcaloides totales con base en Atropina (ATA) por mg de extracto acuoso liofilizado (EAL). En todos los casos el
resultado fue expresado como el promedio de tres repeticiones y desviacion estandar (X + o). Realizado por:
Pastufia, 2022.

0,82 + 0,04 ug FTQ/mg-EAL y Aspidosperma sp. con 0,79 + 0,01 pg FTQ/mg-EAL (Tabla
3). Resultado obtenido mediante una curva de calibracion de Quercetina con ecuacion
de larecta Y = 0,0497X — 0,0415 y R? = 0,9951 (Anexo 8). El limite de deteccion fue de
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0,028 pg/ml, el limite de cuantificacién de 0,092 ug/mly los porcentajes de recuperacion

de los controles positivos fueron de 103,2 % y 102,4% (Tabla 4).

La planta con mayor contenido de polifenoles fue C. guianensis con 213 + 7 ug
PTAG/mg-EAL, seguida de M. laevis con 135 * 4 ug PTAG/mg-EAL, P. sagotianum con
56 + 2 ug PTAG/mg-EAL y Aspidosperma sp. con 38,4 + 0,6 ug PTAG/mg-EAL (Tabla
3). Resultado obtenido mediante una curva de calibracion de Acido Galico con ecuacion
de larecta Y = 0,0045X — 0,0458 y R? = 0,9952 (Anexo 9). El limite de deteccién fue de
0,255 pg/ml, el limite de cuantificacion de 0,851 pg/ml y el porcentaje de recuperacion
del control positivo fue de 97,2 % (Tabla 4).

Tabla 4. Parametros analiticos de calidad para la validacion del método verificados en
la cuantificacién de metabolitos de interés mediante espectrofotometria.

Parametros Flavonoides Polifenoles Alcaloides
LD (pg/ml) 0,028 0,255 0,01
LQ (ng/ml) 0,092 0,851 0,05
103,2
%R (%) 97,2
102,4

Donde, LD, limite de deteccion, LQ, limite de cuantificacion y %R porcentaje de recuperacion. Realizado por:
Pastufia, 2022.

El contenido de alcaloides presentes en la planta Aspidosperma sp. fue de 18,54 + 0,07
ug ATA/mg-EAL (Tabla 3). Resultado obtenido mediante una curva de calibracion de
Atropina con ecuacion de la recta Y = 0,0248X — 0,1096 y R? = 0,996 (Anexo 10). El
limite de deteccién fue de 0,01 pg/ml y el limite de cuantificacion de 0,05 pg/ml (Tabla
4).

Resultado del ensayo antimicrobiano

El extracto acuoso liofilizado de la corteza de tallo de la planta C. guianensis a
concentracion de 40 mg/ml presentd halos de inhibicion en todos los microorganismos
testeados (Tabla 5). Esta planta tuvo mayor antagonismo microbiano con la cepa
bacteriana grampositiva S. aureus con diametro de halo de inhibicién de 9,0 £ 0,5 mm,
seguido de la bacteria gramnegativa resistente a ampicilina k. pneumoniae con un
diametro de halo de inhibicion de 8,8 + 0,7 mm, el hongo C. albicans con diametro de

halo de inhibicion de 8,2 + 0,8 mm, la bacteria gramnegativa resistente a ampicilina P.
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aeruginosa con diametro de halo de inhibicibn de 4,9 + 0,3 mm y la bacteria
gramnegativa E. coli con un didmetro de halo de inhibicion de 4,1 + 0,6 mm. También
se pudo observar halos de inhibicién en concentracién de 20 mg/ml del EAL de corteza

de tallo de la planta (Anexo 11).

El extracto acuoso liofilizado de la corteza de tallo de la planta M. laevis a concentracion
de 80 mg/ml presenté halos de inhibicion en los microorganismos susceptibles a
medicamentos (E. coli, S. aureus y C. albicans) mas no en aquellos resistentes a
Ampicilina (k. pneumoniae y P. aeruginosa) (Tabla 5). Se observo mayor actividad en la
bacteria grampositiva S. aureus con didmetro de halo de inhibiciéon de 6,1 + 0,7 mm,
seguido de la bacteria gramnegativa E. coli con didmetro de halo de inhibicion de 4,9 +
0,5 mm y el hongo C. albicans con didmetro de halo de inhibicion de 4,4 + 0,9 mm.
También se observo halos de inhibicién en los microorganismos antes mencionados a
concentracion de 40 mg/ml del EAL de corteza de tallo de la planta (Anexo 12).

Tabla 5. Antagonismo microbiano de extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de
las plantas del canton Arajuno usadas en preparados medicinales para el
tratamiento de COVID-19.

Escheric Staphyloco  Candida Klebsiella Pseudomon.

Antagonista ) ) . . .
hia coli CC. aureus albicans pneumoniae aeruginosa

(mm de inhibicién)*

Aspidosperma sp. 0 0 0 0 0

C. guianensis 41+0,6 9,0+0,5 82+0,8 8,8+0,7 49+0,3
M. laevis 49+0,5 6,1+0,7 44+0,9 0 0

P. sagotianum 0 0 1,4+05 0 0
Ampicilina 21+1 15+2 - - -
Fluconazol - - 17+3 - -
Gentamicina - - - 15+1 19+3
DMSO 0 0 0 0 0

¥Diametro en milimetro (mm) del halo de inhibicion expresado como el promedio de tres repeticiones y desviacion
estandar (X £ 0). -, muestra o antibiético no testeado. El extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de la planta
C. guianensis fue disuelta en dimetilsulféxido (DMSO) a concentracion de 40 mg/ml y las otras plantas
(Aspidosperma sp., P. sagotianum y M. laevis) a 80 mg/ml. Los farmacos Ampicilina, Fluconazol y Gentamicina
fueron disueltas en agua ultrapura a 1 mg/ml de concentracion. Se usé DMSO al ~100 % como blanco control.
Realizado por: Pastuiia, 2022.

La especie con menos antagonismo microbiano fue P. sagotianum pues solo presento

actividad antifungica, esta planta presenté didmetro de halo de inhibicion inferior en
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relacién a las demas plantas testeadas. Se observé actividad en el hongo C. albicans
con diametro de halo de inhibicién de 1,4 £ 0,5 mm a 80 mg/ml de concentracién de EAL
de corteza de tallo de P. sagotianum (Tabla 5). También se observaron pequefios halos
de inhibicién a concentracién de 40 mg/ml del EAL de corteza de tallo de esta planta
(Anexo 13). Por otro lado, el extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de la planta
Aspidosperma sp. no presenté antagonismo microbiano con ninguna de las cepas

microbianas testeadas a concentraciones de 40 y 80 mg/ml (Tabla 5 y Anexo 14).

La planta con mayor antagonismo microbiano fue C. guianensis, por mostrar halos de
inhibicion en todas las cepas microbianas testeadas y por presentar mayores diametros
de halos de inhibicién en relacion con las demés plantas (Tabla 5). En la Tabla 5 se
puede observar que para la bacteria E. coli, la planta M. laevis presenté mayor diametro
de halo de inhibicién que C. guianensis, sin embargo, la concentracion de extracto de
C. guianensis usada (40 mg/ml) fue inferior a la concentracion del extracto de M. laevis
(80 mg/ml). La segunda planta con mayor antagonismo microbiano fue M. laevis,
seguida de la planta P. sagotianum, por otro lado, la planta Aspidosperma sp no

presentd antagonismo microbiano.

Moléculas identificadas en los extractos de plantas

Se encontraron 58 metabolitos en total con nivel 2 de identificacion y un metabolito con
nivel 1 de identificacion en extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de las plantas
de Arajuno usadas en preparados medicinales para el tratamiento de COVID-19 (Tabla
7 y Anexo 17). La planta con mayor nimero de metabolitos conocidos fue
Aspidosperma sp., presentando 27 moléculas con nivel 2 de identificacion. Después de
la planta C. guianensis con 23 metabolitos de nivel 2 mas un metabolito de nivel 1 de
identificacion, el cual fue corroborado con el tiempo de retencién (RT) del estandar de
Acido Galico. Las otras dos plantas M. laevis y P. sagotianum presentaron 11y 7

metabolitos conocidos respectivamente.

Los metabolitos de referencia presentes en el estandar de polifenoles (mezcla de Acido
Galico, Catequina y Quercetina) a concentraciones de 50, 250 y 500 ng/ml fueron
identificados correctamente en la biblioteca mediante MSDIAL (Tabla 6). La intensidad

de pico del estandar de polifenoles a 50 ng/ml fue usado como base para que un pico
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cromatogréfico en la muestra pueda ser considerado como metabolito. De esta manera

se consideré como metabolito aquellos picos cromatograficos igual o mayor a 258780

Tabla 6. Estandar de polifenoles verificados en la biblioteca mediante el software

MSDIAL.

Estandar RT Puntaje Precursor Fragmentos ppm

Acido Galico 1,973 91 169,0185 169,0132 18
125,0236
81,0337

Catequina 5,858 88 289,0789 289,066 3
245,083
205,047
125,022

Quercetina 14,015 93 301,0428 301,0343 6
229,0470
178,9975

Donde, RT, tiempo de retencién en minutos y ppm, precisién de mediciéon de masa media expresado en partes
por millén. Todos los valores corresponden al promedio de 6 lecturas de estandar de polifenoles, las
concentraciones de 50, 250 y 500 ng/ml leidos al inicio y al final de la corrida cromatografica. Realizado por:
Pastufia, 2022.

unidades de intensidad. Esto permitié filtrar los 1777 metabolitos identificados
inicialmente en las muestras a 424 moléculas candidatas. Posteriormente, la verificacion
de que el metabolito identificado sea el mismo en las tres energias de colisién y que el
puntaje total con la biblioteca sea igual o superior al 80 % permiti6 determinar los

metabolitos presentes en la Tabla 7.

Tabla 7. Metabolitos con nivel 2 de identificacién presentes en extracto acuoso liofilizado
de plantas del cantén Arajuno usadas en preparados medicinales para el
tratamiento de COVID-19.

ID Muestra Metabolito MS1 MS2 ppm
1  P.sagotianum (1R,6R,10S,11R,13S,15R)-1,6- 585,2488 540,54 298
dihydroxy-8-(hydroxymethyl)- 255,24

4,12,12,15-tetramethyl-5-
oxotetracyclo[8.5.0.0%,5.0","*|pentadec

a-3,8-dien-13-yl hexadecanoate

2 Aspidosperma (1S,4aS,5R,7S)-1-(beta-D- 555,1763 509,1685 9
sp. Glucopyranosyloxy)-4a,5-dihydroxy-7- 329,1021
methyl-1,4a,5,6,7,7a- 163,0398

hexahydrocyclopenta[c]pyran-7-yl
(22)-3-(4-hydroxyphenyl)acrylate
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10

11

C. guianensis

Aspidosperma
sp.

Aspidosperma

sp.

M. laevis

M. laevis

Aspidosperma
sp.

C. guianensis

P. sagotianum

Aspidosperma

sp.

Aspidosperma

sp.

(3-Pentadecylphenoxy)acetic acid

(3S,6R,6aS,7S)-6,6a,7,8-tetrahydroxy-
3-methyl-3,4,5,6,7,12a-hexahydro-2H-
benzo[a]anthracene-1,12-dione
(2)-5-[(1S,2R 4aR,8aR)-5-
(hydroxymethyl)-1,2,4a-trimethyl-
2,3,4,7,8,8a-hexahydronaphthalen-1-
yl]-3-(hydroxymethyl)pent-2-enoic acid
[(1R,6R,10S,11R,13S,15R)-1,6-
dihydroxy-8-(hydroxymethyl)-
4,12,12,15-tetramethyl-5-0x0-13-
tetracyclo[8.5.0.02,6.011,13]pentadec
a-3,8-dienyl] hexadecanoate
[(2R,3R,4S,5R,6R)-6-[2-(3,4-
dihydroxyphenyl)ethoxy]-3,5-
dihydroxy-4-[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-
trihydroxy-6-methyloxan-2-yljoxyoxan-
2-yllmethyl (E)-3-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)prop-2-enoate
[(4E,10E)-13,20-dihydroxy-8,14-
dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3-
0x0-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-
1(21),4,10,18(22),19-pentaen-9-yl]
carbamate
[3,4,5-trihydroxy-6-[[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxymethylJoxan-2-yl] 2,6,6-
trimethylcyclohexene-1-carboxylate
[3,4,5-trihydroxy-6-[[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-
ylloxymethylloxan-2-yl] 2,6,6-
trimethylcyclohexene-1-carboxylate
1,2Alpha-
Epoxydeacetoxydihydrogedunin

10-Hydroxydecanoic acid

24

361,2824

343,0211

381,2242

585,2511

637,2321

563,2853

537,2285

537,2269

455,1921

187,1397

361,2733
303,2688

246,78

335,228
255,2144
187,1515

540,54
255,24

912,8275
637,2169
461,1624
175,0378

474,2874
262,1064
190,086

491,2138
323,1001
167,1073

491,2138
323,1001
167,1073

445,2075
387,2177
311,1684
61,987

187,1341
169,1254
141,1291

306

12

237

141

23

20

16
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12

13

14
15

16

17

18

19

20

Aspidosperma
sp.

C. guianensis

M. laevis

C. guianensis

M. laevis

C. guianensis

C. guianensis

Aspidosperma

sp.

M. laevis

C. guianensis

12H-3,5a-Epoxy-5H-furo[3,4-
iJoxepino[4,3-a]xanthen-12-one,
1,2,3,6,7,7a,10,14,14a,14b-
decahydro-6-hydroxy-5-
(hydroxymethyl)-3,13-dimethoxy-
5,7a,9,14b-tetramethyl-
12H-3,5a-Epoxy-5H-furo[3,4-
ijloxepino[4,3-a]xanthen-12-one,
1,2,3,6,7,7a,10,14,14a,14b-
decahydro-6-hydroxy-5-
(hydroxymethyl)-3,13-dimethoxy-
5,7a,9,14b-tetramethyl-
2,3,14-trihydroxy-10,13-dimethyl-17-
(2,3,6,7-tetrahydroxy-5,6-
dimethylheptan-2-yl)-
2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-decahydro-
1H-cyclopentala]phenanthren-6-one

2,4-Dimethylbenzenesulfonic acid

2,5-Dimethylresorcinol

2-[(5S,8R,115,12S,13S,21R)-
13,17,18-trihydroxy-2,10,14-trioxo-
5,21-bis(3,4,5-trihydroxybenzoyloxy)-
7-[(3,4,5-

trihydroxybenzoyloxy)methyl]-3,6,9,15-

tetraoxatetracyclo[10.7.1.1,.0(1),(2)]he
nicosa-1(20),16,18-trien-11-yl]acetic
acid

2-[(6,7-dimethoxy-3,4-

dihydroisoquinolin-1-yl)methyl]-3-ethyl-

9,10-dimethoxy-2,3,4,6,7,11b-
hexahydro-1H-benzo[a]quinolizine
2-[5,7-dihydroxy-3-ox0-6-[(2E,6E)-
3,7,11-trimethyldodeca-2,6,10-trienyl]-
1H-isoindol-2-yl]pentanedioic acid

2-Naphthalenesulfonic acid

3-(3,3,3-

Trifluoropropylsulfanyl)propanoic acid

25

535,2119

535,2115

555,3170

185,0298
137,0654

955,0947

477,2688

498,2424

207,0164

201,0258

489,2143
409,169

311,1289
191,0405

489,2143
409,169

311,1289
191,0405

509,3114
319,1873
189,1136
74,6622

185,0277

510,8152
281,3335
137,0408

465,0675
275,0199
169,0133

464,2312
314,0432
174,0551
94,9795

454,2623
274,0782
162,0159
207,0122
143,0502
79,9575
201,02
105,002
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22

22

23

24

25

26

27

28

29

30

30

C. guianensis

Aspidosperma
sp.

M. laevis

C. guianensis

C. guianensis

C. guianensis

C. guianensis

Aspidosperma
sp.

Aspidosperma
sp.

Aspidosperma
sp.
Aspidosperma
sp.

C. guianensis

3-(5-phenylthiophen-2-yl)prop-2-ynyl
Acetate

3,5-dihydroxydecanoic acid

3,5-dihydroxydecanoic acid
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4-Methylumbelliferone

6-Hydroxyflavanone

6-Phospho-D-gluconic acid
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1,2,3,4,5,6,7,7a,9,10,11,11b,12,13,13a
,13b-
hexadecahydrocyclopenta[a]chrysene-
3a,5a,8-tricarboxylic acid

Aloesin

Arctigenin

Arctigenin

26

255,1527

255,1527

203,1342

941,5017

175,0296

239,0668

275,0267

513,2675

515,3153

393,1200

371,1451

371,1451

141,9

203,1283
99,0803
85,0282
59,0125

203,1283
99,0803
85,0282
59,0125

941,5124
615,381
113,0245

175,0395
133,0312

239,0705
195,0821
135,0064
107,0123

275,0179
177,0397
96,9683

513,2701
452,2453
351,2178
101,026

515,3013

393,1184
273,0769

371,1485
235,0965
136,0521
83,0123

371,1485
235,0965
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18
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20
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M. laevis

P. sagotianum

Aspidosperma

sp.

M. laevis

Aspidosperma
sp.

P. sagotianum

Aspidosperma
sp.

C. guianensis

C. guianensis

Aspidosperma
sp.

Arctigenin

Arctigenin

Curvularin

Derrustone

Epanorin

Eriodictyol

Eudesmin

Fludioxonil

Fluorotelomeric sulfonic acid

Fumiquinazoline C

27

371,1451

371,1451

291,1581

325,0653

434,1487

575,1235

385,1603

247,0312

192,9857

488,1476

136,0521
83,0123

371,1485
235,0965
136,0521
83,0123

371,1485
235,0965
136,0521
83,0123

263,04
203,04
145,92
122,9

325,1841
183,0113
91,0208

434,1596
263,0696
191,0856
117,0341

575,119

460,9779
287,0551
151,0033

343,0092
300,9984
169,0131
125,0231
61,9869

247,0322
180,0326
126,0346

192,979
168,989
118,993
79,957

470,1433
424,3034
240,0788
145,0442
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sp.
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sp.
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sp.
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sp.
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Aspidosperma

sp.
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C. guianensis
M. laevis

P. sagotianum

M. laevis

Ginkgolide C

Harmalol

Harman

Hydramethylnon

Hydramethylnon

Kynurenine

Medicagenic acid

Methyl 2-(9-hydroxy-1-methyl-5,10-
dioxo-3,4-dihydro-1H-

benzo[g]isochromen-3-yl)acetate

Methyl 3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-[[4-
hydroxy-3-(3-methylbut-2-
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Mussaendoside S

Mussaendoside S
Mussaendoside S
Mussaendoside S

N-2-Fluorenylacetamide

28

439,1189

199,1008

181,0831

493,1833

493,1833

207,099

501,3354

315,0958

453,224

809,3249

809,3249
809,3249
809,3229
222,0823

439,122

383,1315
321,1299
125,0231

199,0892
158,0604
54,7674

181,0772
165,0459
140,05

493,1858
347,1478
296,1387
237,0657
145,0258

493,1858
347,1478
296,1387
237,0657
145,0258

145,95

501,32
437,3043
315,0876
242,0582
2016,042
2

409,18
379,14
246,98

713,34

713,34
713,34
713,34

222,0882
180,0659
138,0549
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142
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49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

C. guianensis
C. guianensis
C. guianensis
Aspidosperma
sp.

Aspidosperma

sp.

Aspidosperma
sp.

C. guianensis

C. guianensis

P. sagotianum

P. sagotianum

Perfluorodecane sulfonamido acetic
acid

PFCA-H

PFSM-ammonio

Robustic acid

Selaginpulvilin M

Silybin

Tegaserod

Teucroxide

Trehalose-6-Phosphate

Xanthosine-5'-monophosphate

655,9373

479,0508

492,0653

379,1043

523,1959

481,2416

300,1753

377,1705

421,0573

363,0479

111,044
83,0236

655,945
64,97

479,07
191,011

492,058
64,97

335,1289

523,1914
400,1086
196,0519

443,15
353,2

273,01
239,04
178,89

300,192
156,0306

284,98
249,14

421,0761
241,0118
138,979
78,9578

363,0342
211,0015
151,026
78,9602

23

55

57

250

50

60

16

Donde, MS1 Masa del ion molecular en modo negativo expresado como el promedio de lecturas realizadas, MS2,
principales fragmentos de coincidencia con la biblioteca, ppm, precision de medicion de masa media absoluta
(error de masa) expresado en partes por millén. Realizado por: Pastufia, 2022.

Se identificaron varias moléculas de polifenoles, alcaloides, flavonoides y terpenoides
en EAL de corteza de tallo de las plantas de Arajuno (Figura 1). Se encontraron 9
moléculas de polifenoles presentes en las plantas Aspidosperma sp. (29, 30, 45, 46 y
53), C. guianensis (16, 30 y 24) y M. laevis (7, 30 y 15); 4 moléculas de alcaloides
presentes en las plantas Aspidosperma sp. (38, 40 y 41) y C. guianensis (17); 6

moléculas de flavonoides presentes en las plantas Aspidosperma sp. (52, y 54), C.
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guianensis (25, y 39), M. laevis (32) y P. sagotianum (34); 10 moléculas de terpenoides
presentes en las plantas Aspidosperma sp. (2, 5, 10, 28 y 47), C. guianensis (23, 47 y
56), M. laevis (6, 44 y 47) y P. sagotianum (1 y 47). Las plantas también presentaron
otros grupos de metabolitos tales como amidas aromaticas, benzenoides, carbohidratos,
compuestos carbonilo, derivados de aminoacidos, indoles, lipidos, macrolactamas,
macrolidos, nucleétidos, sustancias perfluoroalquiladas y polifluoroalquiladas (PFAS,

por sus siglas en inglés), tetralinas, tiofenos y xantenos (Anexo 15).

B Aspidosperma sp.
B C. guianensis
M. laevis
0 I I I B P. sagotianum

Terpeno Flavonoide Polifenol Alcaloide

NUumero
N w D

[ERN

Metabolito especializado

Figura 1. Namero de metabolitos de interés identificados en extracto acuoso liofilizado
de plantas usadas en preparados medicinales para el tratamiento de COVID-
19.

Realizado por: Pastuiia, 2022.

Se pudo observar la coincidencia de algunas moléculas en varias especies de plantas
(Figura 2). Es asi que, las moléculas de Arctigenin (30) y Mussaendoside S (47)
estuvieron presentes en las tres especies de plantas estudiadas. Un metabolito de tipo
xanteno (12) y otro del tipo benzenoide (42) fueron las moléculas que tuvieron en comudn
las especies Aspidosperma sp. y C. guianensis. Las especies Aspidosperma sp. y M.
laevis estuvieron relacionados por el compuesto 3,5-dihydroxydecanoic acid (22) y las

especies C. guianensis y P. sagotianum por un carbohidrato (9).
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3,5-(22)

Aspi dosperma sp,

(12) 12H-3,5a-Epo..
Hydramethylnon

dihydroxydecanoic
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Figura 2. Metabolitos relacionados en las plantas del cantdn Arajuno usadas en
preparados medicinales para el tratamiento de COVID-19.
Realizado por: Pastuiia, 2022.
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

Se encontré que las plantas Aspidosperma sp., C. guianensis, M. laevis y P. sagotianum,
usadas en las comunidades del canton Arajuno para el tratamiento del COVID-19,
contienen grupos de metabolitos reportados en la literatura como antagonistas del
SARS-CoV-2. El estudio exploratorio de metabolitos de interés mostré que las plantas
del cantdén Arajuno contienen polifenoles, alcaloides, flavonoides y terpenoides (Tabla
2). Luego, mediante la técnica de espectrofotometria se pudo medir la cantidad de estos
metabolitos presentes en cada planta (Tabla 3). Posteriormente se identificaron 58
metabolitos incluidos 9 moléculas de polifenoles, 4 alcaloides, 6 flavonoides y 10
terpenoides (Tabla 7). Por otra parte, se pudo demostrar que las plantas C. guianensis,

M. laevis y P. sagotianum tienen actividad antimicrobiana.

Aspidosperma sp.

El género Aspidosperma (familia Apocynaceae), al que pertenece la planta estudiada,
posee alrededor de 52 especies distribuidas entre Argentina y México [50]. En las
comunidades del cantdn Arajuno, a mas del COVID-19, esta planta tradicionalmente se
ha usado en el tratamiento de la diarrea, diabetes, gastritis, paludismo y dolor del cuerpo
(Tabla 1y Anexo 2). Unarevision bibliografica realizada por Paula et al. (2014) encontr6
que 24 especies del género Aspidosperma son tradicionalmente usados en el
tratamiento del paludismo y/o fiebre [50]. También se ha reportado el uso tradicional de
algunas especies del género Aspidosperma en el tratamiento de la diabetes, gastritis y
dolor del cuerpo [51]. Sin embargo, no se encontré una descripcion explicita del uso
tradicional de esta planta en el tratamiento de la diarrea, pero podria estar incluida
dentro la categoria “enfermedades asociadas al tracto digestivo” descrita por Almeida et
al. (2019).

Los ensayos quimicos cualitativos demostraron la variedad de metabolitos presentes en
la planta Aspidosperma sp., siendo de esta manera la Unica planta en presentar todos
los metabolitos de interés; polifenoles, alcaloides, flavonoides y terpenoides (Tabla 2).
La ausencia de informacion disponible sobre la fitoquimica cualitativa de extracto acuoso
de corteza de tallo de especies del género Aspidosperma limitd el contraste de

resultados, ya que la obtencion de metabolitos puede variar de acuerdo con el solvente
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extractor usado [52]. Aun asi, se corrobord la presencia de algunos metabolitos
presentes en extracto etandlico y metandlico de corteza de tallo de dos especies del
género Aspidosperma. El extracto etandlico de la especie Aspidosperma subincanum
Mart. mostré la presencia cualitativa de alcaloides, terpenoides entre otros y los ensayos
realizados para polifenoles (ensayo de FeCls) y flavonoides (ensayo Shinoda) resultaron
negativos [53]. Por otro lado, el extracto metandlico de la planta Aspidosperma pyrifolium
Mart. presentd alcaloides, flavonoides, terpenoides, polifenoles (reportado por los
ensayos positivos en cumarinas, derivados cinamicos, flavonoides, proantocianidinas y

taninos gélicos) entre otros [54].

Conociendo la presencia cualitativa de los metabolitos de interés se procedio con la
cuantificacion de estos mediante espectrofotometria obteniendo 0,79 £+ 0,01 pg FTQ/mg-
EAL de flavonoide, 38,4 + 0,6 ug PTAG/mg-EAL de polifenoles y 18,54 + 0,07 ug
ATA/mg-EAL de alcaloides (Tabla 3). Los cuales fueron valores inferiores a los
encontrados en el trabajo de Messiades (2014) donde para extracto etandlico de corteza
de tallo de Aspidosperma pyrifolium Mart. mediante maceracion se report6é 3,27 + 0,03
ng FTQ/mg-Extracto de flavonoides y 106 + 1 ug PTAG/mg-Extracto de polifenoles [55].
Por otro lado, Salazar-Diaz et al. (2021) para extracto etanélico de corteza de tallo de
Aspidosperma excelsum Benth. mediante maceracion reporté 1,79 £+ 0,06 ug FTQ/mg-
Extracto de flavonoides y 16 + 2 ug PTAG/mg-Extracto de polifenoles [56]. Estos datos
muestran que el contenido de flavonoides y polifenoles pueden variar en diferentes
especies del género Aspidosperma. Ademas, el solvente extractor empleado podria
explicar la diferencia de resultados, pues tedricamente la relativa polaridad de los
compuestos fendlicos hace que se disuelvan mejor en soluciones acuosas de etanol
[52]. En cuanto a los alcaloides, de manera general, las especies del género
Aspidosperma pueden contener alrededor del 6 % (m/m) de alcaloides totales [57]. Un
valor elevado en relacion al encontrado de 1,85 + 0,01 % (m/m), el cual se podria
explicar debido a que generalmente los alcaloides se extraen con solventes organicos
[52].

En la planta Aspidosperma sp. se encontraron 27 moléculas con nivel 2 de identificacion
(Tabla 7) de las cuales 5 fueron polifenoles (29, 30, 45, 46 y 53), 3 alcaloides (38, 40 y
41), 2 flavonoides (52, y 54) y 5 terpenoide (2, 5, 10, 28 y 47) (Figura 1). El género
Aspidosperma ha sido ampliamente estudiado y sus especies se han caracterizado por

presentar moléculas de alcaloides del tipo indol [58]. Es asi que el alcaloide Harman
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(41) ya ha sido reportado en las especies Aspidosperma exalatum, Aspidosperma
pruinosum y Aspidosperma polyneuron. Este compuesto también se ha encontrado en
la planta Ophiopogon sp. (Asparagaceae), en corteza de las especies Strychnos
johnsonii  (Loganiaceae), Sickingia rubra (Rubiaceae), Symplocus racemosa
(Symplocaceae), Passiflora incarnata (Passifloraceae), Peganum harmala
(Nitrariaceae), Banisteriopsis caapi (Malpighiaceae) y Tribulus terrestres
(Zygophyllaceae) [59]. El segundo alcaloide de Aspidosperma sp. Harmalol (40) ha sido
encontrado en las plantas Passiflora incarnata (Passifloraceae), Anacardium
occidentale (Anacardiaceae) y Peganum harmala (Nitrariaceae) [60,61]. El tercer
alcaloide Fumiquinazoline C (38) no ha sido reportado en plantas, pero si en su
simbionte fungico del género Aspergillus, en corteza de Erythrophleum fordii
(Fabaceae), en la raiz de Astragalus membranaceus (Fabaceae) y probablemente en
corteza de tallo de Aspidosperma sp. [62]. Esto muestra que los alcaloides encontrados
en Aspidosperma sp. se encuentran ampliamente distribuidas en diferentes familias de
plantas.

Aunque se han reportado algunos flavonoides en dos especies del género
Aspidosperma (isorhamnetin  en Aspidosperma tomentosum; kaempferol vy
aromadendrin en Aspidosperma cylindrocarpon) ninguno coincidié con los encontrados
en este estudio en Aspidosperma sp. [63,64]. Sin embargo, algunos de los flavonoides
encontrados fueron reportados en otras especies de plantas, tal es el caso del flavonoide
Robustic acid (52) se encontrd principalmente en las especies Deguelia hatschbachii,
Erythrina variegata y Millettia thonningii de la familia Fabaceae [65,66]. Y, finalmente, el
flavonoide silybin (54) fue encontrado en la especie Silybum marianum de la familia
Asteraceae [67]. Esto muestra que las moléculas de flavonoides encontrados en
Aspidosperma sp. (Apocynaceae) pueden estar presentes en diferentes familias de

plantas.

La ausencia de informacién disponible en la web para la especie Aspidosperma sp.
sobre reportes de moléculas de polifenoles no flavonoides impidié el contraste de
informacion. Sin embargo, algunos de los polifenoles encontrados en Aspidosperma sp.
también estuvieron presentes en otras plantas. El polifenol Arctigenin (30) se ha
encontrado en las plantas Centaurea cineraria (Asteraceae), Forsythia suspensa
(Oleaceae), Bardanae fructus (Asteraceae), Arctium lappa (Asteraceae), Saussurea

medusa (Asteraceae), Torreya nucifera (Cephalotaxaceae) e Ipomea cairica
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(Convolvulaceae) [68,69]. El polifenol aloesin (29) se ha encontrado en especies de la
familia Asphodelaceae, Aloe africana y Aloe castanea [70]. El polifenol Selaginpulvilin M
(53) fue reportado en la especie Selaginella Tamariscina (Selaginellaceae) [71]. En
Aspidosperma sp. también se encontré los polifenoles methyl 2-(9-hydroxy-1-methyl-
5,10-dioxo-3,4-dihydro-1H-benzo[g]isochromen -3-yl)acetate (45) y methyl 3-(3,4-
dihydroxyphenyl)-2-[[4-hydroxy-3-(3-methylbut-2-enyl) phenyllmethyl]-4-methoxy-5-
oxofuran-2-carboxylate (46) sin informacion disponible encontrada. Esto muestra que
algunos de los polifenoles encontrados en Aspidosperma sp. (Apocynaceae) pueden
estar presentes en diferentes familias de plantas, mientras otros estan siendo reportados

por primera vez en este estudio.

Algunos terpenoides han sido reportados en la especie Aspidosperma cylindrocarpon
(stigmast-5-en3-ol, stigmasta-5,22-dien-3-ol, ergost-5-en-3-ol y cholest-5-en-3-ol), pero
ninguna de estos coincidié con los encontrados en Aspidosperma sp. Sin embargo, se
les puedo encontrar en otras familias de plantas, como el terpenoide (Z)-5-
[(1S,2R,4aR,8aR)-5-(hydroxymethyl)-1,2,4a-trimethyl-2,3,4,7,8,8a-
hexahydronaphthalen-1-yl]-3-(hydroxym e-thyl)pent-2-enoic acid (5) en especies de la
familia Asteraceae, Acritopappus confertus y Acritopappus heterolepis [72], y el
terpenoide Mussaendoside S (47) encontrado en especies de la familia Rubiaceae,
Mussaenda pubescens y Mussaenda pilosissima [73,74]. Aspidosperma sp. también
presentd los terpenoides (1S,4aS,5R,7S)-1-(beta-D-Glucopyranosy loxy)-4a,5-
dihydroxy-7-methyl-1,4a,5,6,7,7a-hexahydrocyclopentalc]pyran-7-yl (22)-3-(4-
hydroxyphenyl)acrylate (2), 1,2Alpha-Epoxydeacetoxydihydrogedunin (10) y 9-hydroxy-
5b,8,11a-trimethyl-1-prop-1-en-2-yl-1,2,3,4,5,6,7,7a,9,10,11,11b,12,13,13a,13b-
hexadeca hydrocyclopentala]chrysene-3a,5a,8-tricarboxylic acid (28) sin informacion
disponible encontrada. Esto muestra que algunos de los terpenoides encontrados en
Aspidosperma sp. (Apocynaceae) pueden estar presentes en diferentes familias de
plantas, mientras otros fueron mencionados de manera preliminar para esta especie de

planta.

El extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de Aspidosperma sp. a concentraciones
de 40 y 80 mg/ml (en masa representa 0.08 mg y 0.16 mg por pocillo, respectivamente)
no presentd halos de inhibicién en las cepas microbianas de E. coli, S. aureus, C.
albicans, k. pneumoniae y P. aeruginosa (Tabla 5y Anexo 14). Sin embargo, el extracto

metandlico de corteza de Aspidosperma pyrifolium a 1, 2 y 3 mg/disco mostré halos de
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inhibicibn en S. aureus y otros microorganismos [54]. Por otro lado, mediante
Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) a partir de extracto etandlico de corteza de tallo
de Aspidosperma dispermum, Aspidosperma olivaceum, Aspidosperma pyrifolium,
Aspidosperma pyricolum, Aspidosperma polyneuron, Aspidosperma ramiflorum se
encontré que ninguno mostré actividad ante E. coli (a diferencia de Aspidosperma
ramiflorum), S. aureus (a diferencia de Aspidosperma ramiflorum) y P. aeruginosa a
concentracion de 1 mg/ml de extracto [75]. Esto muestra que algunas de las especies
del género Aspidosperma podrian no tener actividad antimicrobiana, aunque la
comparacion es limitada debido a las diferencias en métodos y solventes extractores
usados. La técnica de evaluacion de la actividad antimicrobiana en este trabajo fue
mediante halos de inhibicion por difusion en pocillos, mientras que, en las fuentes
disponibles se usaron los métodos de difusiébn en disco y la concentracibn minima
inhibitoria (MIC). Por otro lado, el solvente extractor usado en Aspidosperma sp. fue
agua, mientras que, las fuentes disponibles fueron metanol y etanol. El solvente
extractor usado es importante por la influencia que tiene éste en la obtencion de
metabolitos y, por ende, esta relacionado con la actividad que el extracto podria tener
[76].

Estudios mas recientes en especies del género Alstonia de la familia Apocynaceae
mostraron actividad antimicrobiana [77]. El extracto acuoso de corteza de tallo de la
especie Alstonia boonei mostré actividad antimicética a 1000 mg/ml de concentracion
[78]. Una concentracién de extracto bastante alta en comparacién con los 80 mg/ml
testeados en Aspidosperma sp., lo cual podria explicar la ausencia de actividad
antimicrobiana registrada en la Tabla 5. De manera similar, se encontr6 mejores
resultados a altas concentraciones de extracto acuoso de corteza de tallo de Alstonia
scholaris [79]. Donde, concentraciones a partir de 75 mg/ml (otras concentraciones
usadas fueron 100 y 125 mg/ml) mostraron actividad antimicrobiana en S. aureus, P.
Aeruginosa y en otras tres cepas microbianas. De esta manera, con base en estas
investigaciones se podria decir que, la ausencia de actividad antimicrobiana reportada
en la Tabla 5 se podria deber a la baja concentracion de EAL de corteza de tallo de

Aspidosperma sp usada en los ensayos.
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Couroupita guianensis Aubl.

Esta planta del género Couroupita pertenece a la familia Lecythidaceae y es nativa de
la region amazonica [80]. En las comunidades del cantén Arajuno, a mas del COVID-
19, esta planta tradicionalmente se ha usado para el tratamiento de la inflamacién,
cicatrizacion, hipertension, dolores de cabeza, cuerpo y huesos (tabla 1 y Anexo 2).
Usos tradicionales que previamente ya han sido descritos a excepcion de la
cicatrizacion, el cual se podria homologar con el uso “heridas” [81].

Los ensayos quimicos cualitativos mostraron que el extracto acuoso liofilizado de
corteza de tallo de C. guianensis contiene polifenoles y flavonoides (Tabla 2).
Resultados semejantes fueron encontrados para extracto acuoso de tallo, donde
ademas de polifenoles y flavonoides se report6 terpenoides [82]. En contraste con los
resultados obtenidos en la Tabla 2, los ensayos Dragendorff y Wargner para alcaloides
resultaron negativos. En general, extractos en diferentes solventes de corteza de tallo
de C. guianensis han mostrado la presencia cualitativa de alcaloides, azlcares
reductores, esteroles, polifenoles, flavonoides, glucésidos, saponinas, taninos,

terpenoides y aminocidos [82—-85].

Conaciendo la presencia cualitativa de los metabolitos se procedié con la cuantificacion
de estos mediante espectrofotometria obteniendo 5,5 + 0,1 pg FTQ/mg-EAL de
flavonoide y 213 £ 7 uyg PTAG/mg-EAL de polifenoles (Tabla 3). El reporte de resultados
de cuantificacién de metabolitos totales en la bibliografia a partir de extractos obtenidos
de diferentes solventes (generalmente etanol y metanol), diferentes estandares de
referencia y método de cuantificacion limito el contraste de resultados. Por ejemplo, para
extracto metandlico de corteza de tallo se estimo alrededor de 0,1 pg de flavonoides con
base en quercetina, pero no se especifica sobre cuanto material vegetal esta expresado
dicho resultado [83]. Otro estudio a partir de extracto metandlico de corteza (extraccion
en frio y caliente) reportdé 417,52 + 0,03 pg/ml (386,24 + 0.03 pg/ml en caliente) de
polifenoles con base en estandar de Catecol y 57, 12 + 0,07 pg/ml (76,16 + 0,03 pg/ml
en caliente) de flavonoides con base en estandar de Quercetina, donde de igual manera
que el trabajo anterior no esta claro sobre cuanto material vegetal esta expresado el
resultado; ademas, de que en el caso de los polifenoles se usé Catecol como estandar

de referencia [86]. Obviando el solvente extractor se podria decir que las hojas tienen
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mayor contenido de polifenoles con 0,329 g PTAG/g-Extracto versus los 0,213 g PTAG/

g-EAL de polifenoles reportados en la Tabla 3 para corteza de tallo [87].

En la planta C. guianensis se encontraron 23 moléculas con nivel 2 de identificacién
(Tabla 7) de las cuales 3 fueron polifenoles (16, 24 y 30), 1 alcaloide (17), 2 flavonoides
(25 y 39) y 3 terpenoides (23, 47 y 56) (Figura 1). Ademas, se encontré Acido Galico
con nivel 1 de identificacién corroborado con el tiempo de retencion del estandar de
referencia (RT = 1,973) y espectro de fragmentacion en la biblioteca (Anexo 16). Se han
encontrado varias moléculas en la especie C. guianensis tales como polifenoles,
flavonoides, terpenoides, esteroles y compuestos de indol (Tabla 8), sin embargo,
ninguna de estas moléculas coincidié con los resultados obtenidos [87-91]. Por otro
lado, algunos de los metabolitos encontrados fueron previamente reportados en otras
especies de plantas. El flavonoide Ginkgolide C (39) fue reportado en la especie Ginkgo
biloba de la familia Ginkgoaceae [92]. El polifenol Arctigenin (30) que también estuvo
presente en Aspidosperma sp., anteriormente descrita. El polifenol 4-
Methylumbelliferone (24) se ha encontrado en las plantas Ferula fukanensis (Apiaceae),
Dalbergia volubilis (Fabaceae) y Dalbergia monetaria (Fabaceae) [93]. El terpenoide 3-
Rha(1-2)Gal(1-2)GluA-Soyasaponenol B (23) se ha encontrado la especie Pharbitis nil
de la familia Convolvulaceae. El terpenoide Mussaendoside S (47) también presente en
Aspidosperma sp. y ya descrito anteriormente. El terpenoide Teucroxide (56) se puede
encontrar en plantas de la familia Lamiaceae, Teucrium chamaedrys y Teucrium
salviastrum [94-96]. En cuanto al polifenol (16), el alcaloide (17) y el flavonoide (25) no
se encontré informacion disponible. Esto muestra que algunos de los metabolitos
encontrados en C. guianensis (Lecythidaceae) pueden estar presentes en diferentes
familias de plantas, mientras otras fueron mencionadas de manera preliminar para esta

especie de planta.

El extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de C. guianensis a concentraciones de
20 y 40 mg/ml (en masa representa 0.04 mg y 0.08 mg por pocillo, respectivamente)
present6 halos de inhibicion en las cepas microbianas de E. coli, S. aureus, C. albicans,
k. pneumoniae y P. aeruginosa (Tabla 5 y Anexo 11). Anteriormente extractos
metandlicos de corteza de tallo de C. guianensis mostraron actividad antimicrobiana
[83,84,86], siendo éste el primer reporte preliminar de extracto acuoso liofilizado de
corteza de tallo con actividad antimicrobiana. El extracto metandlico y sus fracciones

(gasolina, diclorometano, acetato de etilo y butanol) a cantidades de 4 mg/disco y 20
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mg/disco mostraron halos de inhibicién en E. coli, S. aureus, C. albicans, k. pneumoniae,
P. aeruginosa y en otras cepas microbianas [84]. Los extractos metandlicos en frio y
caliente de corteza de esta misma especie de planta mostraron halos de inhibicién en
S. aureus y C. albicans, el resultado en E. coli fue negativo y los otros dos

microorganismos de interés no fueron usados [86].

Tabla 8. Metabolitos reportados en la bibliografia para la planta Couroupita guianensis

Aubl.

Compuesto Tipo Parte* Bibliografia
22-tetraen3-one Esterol Corteza [88]
Ergosta-4,6,8(14) Esterol Corteza [88]
Stigmasta-4,23(E)-dien-3-onel Esterol Corteza [88]
Stigmasterol Esterol Corteza [88]
B-sitosterol Esterol Corteza [88]
2", 4'dihydroxy-6'-methoxy-3', 5'- ) )

) Flavonoide Flor y hoja. [87,90]
dimethylchalcone
7-hydroxy-5-methoxy-6, 8- ) )

) Flavonoide Flor y hoja [87,90]
dimethylflavanone
Indigo Indol Fruto [91]
Indirubin Indol Fruto [91]
Isatin Indol Fruto [91]
12-dioxoindolo[2,1-b]quifiazo-

] ) Indol Fruto [91]
line/Tryptanthrin
6,12-dihydro-6/Tryptanthrin Indol Fruto [91]
4-hydroxybenzoic acid Polifenol Flor y hoja [87,90]
Betulin-33-caffeate Terpenoide Corteza de tallo [89]
Upeol-3B-caffeate Terpenoide Corteza de tallo [89]

) . Corteza de tallo y
B-amyrin Terpenoide [88,89]
corteza

B-amyrin acetate Terpenoide Corteza [88]
B-amyrone Terpenoide Corteza [88]

*Estructura morfologica de la planta. Realizado por: Pastufia, 2022.

En el primer trabajo antes mencionado se us6 el método de difusion en disco para la

avaluacion de halos de inhibicion, mientras que, en el otro trabajo no se detall6 el método

antimicrobiano usado, particularidades que limitaron el adecuado contraste de

resultados. El solvente fue otra limitante, ya que, como se ha mencionado anteriormente

éste puede influir en la obtencion de metabolitos y, por ende, en la posible actividad que
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el extracto pueda tener. Obviando las limitantes, se podria decir que, en promedio, el
didmetro de halo de inhibiciébn encontrado en la bibliografia (> 10 mm) fue superior al
reportado en la Tabla 5. Mismo que se podria explicar por la cantidad superior de
extracto usado en la literatura, los cuales fueron de 4 y 20 mg/disco, en relacion a los
0.04 y 0.08 mg/pocillo usados en este trabajo. Pues, la concentracion del extracto
(especificamente, la concentracion del antibiético presente en el extracto) esti
relacionado con el didmetro del halo inhibicién [97], es asi que, a mayor concentracion
del extracto mayor zona de inhibicién sera observado.

Investigaciones recientes en otras estructuras morfologicas de la planta C. guianensis
han mostrado actividad antimicrobiana. Fracciones del extracto etandlico de hojas
mostraron actividad antibacteriana en cepas de S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa y en otras bacterias [98]. El extracto metandlico de hojas de esta planta
también mostré actividad antibacteriana en cepas de S. aureus, E. coli, otras bacterias
y se observo inhibicion en el crecimiento del micelio de 3 especies de hongos [99]. De
esta manera, las hojas de esta planta también mostraron potencial antimicético. Otro
ejemplo similar se reporté en el trabajo de Veeramani et al. (2017), donde los extractos
de hojas obtenidas a partir de metanol, butano, hexano y agua inhibieron el crecimiento
del micelio hasta en un 100 % en C. albicans y en otros hongos [100]. Las flores fueron
otra estructura morfolégica de la planta C. guianensis que mostré actividad
antimicrobiana. Fracciones del extracto metanodlico de flores de esta planta mostroé
actividad antimicética en C. albicans [101]. También, el extracto metandlico de flores de
esta planta mostrd actividad antibacteriana en cepas de S. aureus, E. coli, otras
bacterias y se observé inhibicién en el crecimiento del micelio de 3 especies de hongos
[99]. Estas investigaciones muestran el potencial que tiene la planta entera (corteza,

hojas y flores) como fuente de posibles nuevos antibiéticos y antimicéticos.

Monteverdia laevis (Reissek) Biral.

Esta planta del género Monteverdia de la familia Celastraceae anteriormente
considerada dentro del género Maytenus fue conocida como Maytenus laevis Reissek.,
actualmente el género Monteverdia comprende alrededor de 120 especies distribuidas
por el Neotrépico [102]. En las comunidades del cantén Arajuno, a mas del COVID-19,
esta planta tradicionalmente se ha usado en el tratamiento de la diarrea, purificacion de

la sangre, cdlicos, dolor abdominal y del cuerpo (Tabla 1 y Anexo 2). Medicina
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tradicional corroborada por Salazar-Llumiluiza (2013), los que sefialan que, a diferencia
de los usos “purifica la sangre” y “dolor del cuerpo” aparecen los usos “reconstituyente”,

“analgésico” y “limpiar el interior del organismo” como relacionados [103].

Los ensayos quimicos cualitativos mostraron que el extracto acuoso liofilizado de
corteza de tallo de M. laevis contiene polifenoles, flavonoides y terpenoides (Tabla 2).
Resultados similares fueron encontrados por Siccha-Sanchez (2018) para extracto
acuoso de corteza, con la diferencia de que el ensayo Dragendorff para alcaloides
resultd positivo y en vez del ensayo Salkowski para terpenoides se usé Liebermann-
Burchard, el cual resulté negativo [104]. En general, extractos etandlicos de corteza de
tallo de M. laevis han mostrado la presencia cualitativa de alcaloides, compuestos
reductores, esteroles, polifenoles, flavonoides, heterésidos cardioténicos, quinonas,
saponinas, taninos, terpenoides y aminoacidos [103—105].

Conociendo la presencia cualitativa de los metabolitos se procedié con la cuantificacion
de estos mediante espectrofotometria obteniendo 1,5 = 0,1 ug FTQ/mg-EAL de
flavonoide y 135 = 4 ug PTAG/mg-EAL de polifenoles (Tabla 3). Resultado preliminar
en cuanto a flavonoides debido a la ausencia de informacion disponible. Por otro lado,
el contenido de polifenoles reportado para extractos etandlicos (no se especificé la
estructura morfolégica usada) de M. laevis fue de entre 59,27 y 84,04 mg PTAG/g-
Muestra [106]. Donde se observé como el solvente influye en el contenido de polifenoles
totales presentes en la muestra. Aunque no esta claro si la muestra es el extracto seco
o el material vegetal inicial, este ultimo valor fue relativamente similar a los reportados
en la Tabla 3 para extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de M. laevis. El
contenido de flavonoides previamente fue reportado para otra planta de la misma familia,
donde en extracto etandlico de corteza de tallo de Maytenus macrocarpa se encontré
2,123 £ 0.001 mg FTQ/g-muestra y en extracto acuoso 1,811 + 0.001 mg FTQ/g-muestra
[107]. Es muy probable que el contenido de flavonoides esté expresado sobre el material
vegetal inicial usado, sin embargo, el segundo resultado es muy similar a los reportados

en la Tabla 3 para extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de M. laevis.
En la planta M. laevis se encontraron 11 moléculas con nivel 2 de identificacion (Tabla

7) de las cuales 2 fueron polifenoles (7, 15 y 30), 1 flavonoides (32) y 3 terpenoides (6,

44 y 47) (Figura 1). Se han reportado varias moléculas en la especie M. laevis tales
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como alcaloides, polifenoles, flavonoides, terpenoides, entre otros (Tabla 9), sin

embargo, ninguna de estas moléculas coincidié con los resultados obtenidos [108-110].

Tabla 9. Metabolitos reportados en la bibliografia para la planta Monteverdia laevis
(Reissek) Biral.

Compuesto Tipo Parte* Bibliografia
Isoverbascoside Carbohidrato Corteza [109]
3',4'-di-O-methyl-(-)-epicate- chin Esterol Corteza [109]
Stigmast-4-en-3-one Esterol Corteza de tallo [108]
) Corteza de tallo
B-Sitosterol Esterol [108,109]
y Corteza
(-)-4'-O-methylepigallocatechin Flavonoide Corteza [109]
(-)-secoisolariciresinol 4-O-3-D-(6- ]
) Flavonoide Corteza [109]
O-veratroyl)glucopyranoside
(2R,3S)-4'-O-methyl-2,3- )
) o Flavonoide Corteza [109]
dihydromyricetin
Ent-isolariciresinol Flavonoide Corteza [109]
Mearnsetin Flavonoide Corteza [109]
Ouratea-proanthocyanidin A Flavonoide Corteza [109]
(x) mellein Polifenol Corteza de tallo [108]
p-hydroxybenzaldehyde Polifenol Corteza de tallo [108]
p-hydroxybenzoic acid Polifenol Corteza [109]
28-hydroxy-12-ursene-3(3-yl- )
Terpenoide Corteza [109]
caffeate
1,3-dioxocorredor-14,26-ene Terpenoide Corteza de tallo [108]
15(B)-acetoxyfriedelane-1,3-dione  Terpenoide Corteza de tallo [108]
22B-hydroxy-3-oxoolean-12- en- .
) ] Terpenoide Corteza [109]
oic acid
28-hydroxyfriedelane-1,3-dione Terpenoide Corteza de tallo [108]
3,22-dihydroxyolean-12-en-29-oic )
) Terpenoide Corteza [109]
acid
3-epiabruslactone A Terpenoide Corteza [109]
3-oxoolean-12-en-oic acid Terpenoide Corteza [109]
3B,22B-dihydroxyolean-12-en-29-
oic acid, también conocido como Terpenoide Corteza [109]
22-epi-maytenfolic acid
6-O-(3',4',5'- )
Terpenoide Corteza [109]

trimethoxybenzoyl)ajugol
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6-0-3',4'-dimethoxybenzoyl ajugol  Terpenoide Corteza [109]
6-0-4"-hydroxy-3"-

methoxybenzoyl ajugol Terpenoide Corteza [109]
7-(acetyloxy)-O11-benzoyl-02,11- .

deacetyl-7-deoxoevonin Terpenoide Corteza [109]
Abruslactone A Terpenoide Corteza [109]
Ajugol Terpenoide Corteza [109]
Canophyllol Terpenoide Corteza de tallo [108,109]

y Corteza

Celastrol Terpenoide Corteza de tallo [108]
Ebenifoline E-II Terpenoide Corteza [109]
Ebenifoline E-llI Terpenoide Corteza [109]
Epikatonic acid Terpenoide Corteza [109]
Friedelane-1,3-dione Terpenoide Corteza de tallo [108]
Jujuborreal Terpenoide Corteza de tallo [108]
Laevisines A Terpenoide Corteza [110]
Laevisines B Terpenoide Corteza [110]
Lambertic acid Terpenoide Corteza [109]
Mayteine Terpenoide Corteza [109]
Maytenfolic acid Terpenoide Corteza [109]
Regeol A Terpenoide Corteza de tallo [108]
Salaquinone A Terpenoide Corteza de tallo [108]
Salaspermic acid Terpenoide Corteza [109]
Triptocallic acid A Terpenoide Corteza [109]
Triptocallic acid D Terpenoide Corteza [109]
Wilforlide B Terpenoide Corteza [109]

*Estructura morfologica de la planta. Realizado por: Pastufia, 2022.

Por otro lado, algunos de los metabolitos encontrados fueron previamente reportados
en otras especies de plantas: a) El flavonoide Derrustone (32) se ha encontrado en la
especie Derris robusta, una planta de la familia Fabaceae [111]; b) El polifenol Arctigenin
(30), que también estuvo presente en Aspidosperma sp. y C. guianensis anteriormente
ya descritos; c¢) El polifenol (7) se ha encontrado en las especies Plantago asiatica
(Plantaginaceae), Plantago major (Plantaginaceae) y Buddleja davidii
(Scrophulariaceae) [112]; d) El polifenol 2,5-Dimethylresorcinol (15) se ha encontrado
en la especie Taxus wallichiana de la familia Taxaceae [113]; e) El terpenoide

Medicagenic acid (44) se ha encontrado en las especies Gladiolus italicus (Crocoideae),
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Trigonella calliceras (Fabaceae) y Medicago sativa (Fabaceae) [114,115]; y f) El
terpenoide Mussaendoside S (47) también presente en Aspidosperma sp. y C.
guianensis anteriormente descrito. Por otro lado, no se encontré informacion disponible
del terpenoide (6). Esto muestra que algunos de los metabolitos encontrados en M.
laevis (Celastraceae) pueden estar presentes en diferentes familias de plantas, mientras

otros fueron mencionados de manera preliminar para esta especie de planta.

El extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de M. laevis a concentraciones de 40 y
80 mg/ml (en masa representa 0.08 mgy 0.16 mg por pocillo, respectivamente) presento
halos de inhibicién en las cepas microbianas de E. coli, S. aureus y C. albicans (Tabla
5y Anexo 12). Estudios previos mostraron la ausencia de actividad antimicrobiana de
extractos etandlicos de esta planta. El extracto etandlico de M. laevis (no se especificd
la estructura morfolégica usada) fue usado en las técnicas de difusién en disco y en
pocillo para testear 1 mg de extracto por disco y 10 mg de extracto por pocillo, donde se
encontrod la ausencia de actividad antimicrobiana en E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y
en otros microrganismos [116]. El resultado de este ultimo microorganismo (P.
aeruginosa) corrobora la ausencia del halo de inhibicién reportado en la Tabla 5, donde
se muestran resultados a 0,16 mg de extracto por pocillo. En otro trabajo se ensay6
extracto etandlico de corteza de tallo de M. laevis a concentraciones de entre 0.001y 1
mg/ml obteniendo resultados negativos para C. albicans [117]. Este resultado podria
deberse a la baja concentracion de extracto utilizado, pues a concentraciones de 40 y
80 mg/ml se pudo observar halos de inhibicion (Tabla 5 y Anexo 12). Los resultados
negativos encontrados en la bibliografia podrian deberse al solvente extractor usado, ya
gue, como se menciond anteriormente, éste puede influir en la obtencion de metabolitos

y, por ende, en la posible actividad biolégica del extracto.

Protium sagotianum Marchand.

El género Protium de la familia Burseraceae al que pertenece esta planta cuenta con 90
especies distribuidas por los paises tropicales del mundo [118]. En particular la especie
P. sagotianum es nativa del Ecuador [119]. En las comunidades del cantén Arajuno, a
més del COVID-19, esta planta tradicionalmente se ha usado en el tratamiento del dolor
del cuerpo y abdomen (Tabla 1 y Anexo 2). Anteriormente P. sagotianum fue
considerada como una planta Util pero no se incluy6 el uso medicinal, siendo éste, de

manera preliminar, el primer reporte de uso de la planta en la medicina tradicional
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ecuatoriana [119,120]. Sin embargo, el trabajo de Santos et al. (2020) reporté mucho
mas antes el uso de la planta P. sagotianum en la medicina tradicional brasilefia, pero
no se detall6 los usos especificos de la planta [121]. De esta manera la ausencia de

informacién disponible limité el contraste de resultados.

La especie P. sagotianum se caracterizé por la ausencia de informacion en la literatura,
siendo este el primer trabajo en reportar la presencia cualitativa de alcaloides,
flavonoides, polifenoles y terpenoides (Tabla 2); la cuantificacion de flavonoides y
polifenoles totales mediante espectrofotometria (Tabla 3); la identificacion de
metabolitos conocidos mediante un enfoque metabolémico en UPLC-MS/MS (Tabla 7);
la actividad antimicrobiana del extracto de planta en cepas de E. coli, S. aureus, C.
albicans, k. pneumoniae y P. aeruginosa (Tabla 5).

El extracto metandlico de corteza de tallo de otra especie del mismo género (Protium
aracouchini) corroboro6 la presencia cualitativa de flavonoides y polifenoles, la ausencia
de alcaloides, pero no se ratificé la ausencia de terpenoides [122]. Dicho trabajo también
cuantific6 metabolitos totales, sin embargo, los valores reportados fueron bastantes
inferiores (< 0.01 mg) a los presentados en la Tabla 3 para flavonoides y polifenoles
totales. En esta planta se encontraron 7 moléculas con nivel 2 de identificacion (Tabla
7), de las cuales uno fue flavonoide (34), otro fue polifenol (30) y 2 fueron terpenoides
(1 y 47) (Figura 1). De manera preliminar se identificaron compuestos organicos
volatiles (terpenoides principalmente) en P. sagotianum, sin embargo, el estudio incluyé
otras especies, por lo que no esta claro que molécula pertenece a cada especie
[123,124]. Por otro lado, varias moléculas de otras especies del género Protium han sido
previamente reportadas tales como flavonoides, polifenoles, terpenoides, entre otros,
sin embargo, ninguna de éstas coincidié con los resultados obtenidos en la Tabla 7
[125]. Por el contrario, algunas de las moléculas reportadas en la Tabla 7 fueron
encontradas en plantas de diferentes familias. El flavonoide Eriodictyol (34) se puede
encontrar en plantas de la familia Asteraceae, Eutrochium fistulosum y Eupatorium
album [126]. El polifenol Arctigenin (30) que también estuvo presente en las plantas
Aspidosperma sp., C. guianensis y M. laevis anteriormente ya descrito. El terpenoide
Mussaendoside S (47) anteriormente mencionado en las plantas Aspidosperma sp., C.
guianensis y M. laevis.

El extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de P. sagotianum a concentraciones de

40 y 80 mg/ml (en masa representa 0.08 mg y 0.16 mg por pocillo, respectivamente)
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presentd halos de inhibicién en la cepa de C. albicans (Tabla 5y Anexo 13). Estudios
anteriores en otras especies del mismo género corroboraron la ausencia de actividad
antibacteriana en P. sagotianum. Por ejemplo, la actividad antibacteriana de la mayoria
de los extractos de Protium hebetatum realizados en E. coli, S. aureus, k. pneumoniae
y P. aeruginosa resultaron negativo [127]. El extracto acuoso liofilizado de corteza de
tallo de P. sagotianum tampoco mostré actividad antibacteriana (Tabla 5), resultados
que se podrian interpretar como la posible ausencia de antibiéticos en algunas especies
del género Protium. Sin embargo, extracto metandlico de corteza de tallo de la planta
Boswellia dalzielii, una especie perteneciente a la misma familia (Burseraceae) de P.
sagotianum, mostré actividad antimicrobiana a partir de 25 mg de extracto por pocillo
[128]. Una concentracién bastante elevada en comparacion a los 0.16 mg por pocillo
reportado en la Tabla 5 para este trabajo. Por lo tanto, la otra posible explicacién a la
ausencia de actividad antimicrobiana observada en P. sagotianum podria deberse a la
baja cantidad de extracto usado en los ensayos.

Metabolitos antimicrobianos

La planta con mayor actividad antimicrobiana fue C. guianensis (Tabla 5). Descartando
la posible contaminacion de muestras, la actividad antifingica de esta planta podria
deberse a la presencia de un compuesto similar al fungicida comercial Fludioxonil (36),
ya que, aungque hay una alta similitud de fragmentos con la biblioteca (Anexo 17), el
error de masa es alto 35 ppm (Tabla 7) [129]. La segunda planta con mayor actividad
antimicrobiana fue M. laevis (Tabla 5). La actividad antifingica de esta planta
probablemente se deba al terpenoide Medicagenic acid (44), pues derivados del mismo
han mostrada actividad antimicética [115]. La planta Aspidosperma sp. no presento
actividad antimicrobiana, sin embargo, algunos de los metabolitos identificados tuvieron

actividad antimicrobiana reportada en la bibliografia.

Las posibles explicaciones a la ausencia de actividad antimicrobiana de Aspidosperma
sp. podrian ser, por una parte, la baja concentracién de metabolitos en la planta lo cual
de alguna manera se refleja en la Tabla 3, y, por la otra, que los microorganismos
testeados fueron resistentes a estos metabolitos antimicrobianos. Entre los metabolitos
con actividad antimicrobiana encontrados en Aspidosperma sp. y que en la literatura
mostraron actividad antimicrobiana se tienen: el metabolito Fumiquinazoline C (38) que

mostré actividad antimicrobiana ante cepas de E. coli, S. aureus, C. albicans, P.
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aeruginosa, entre otros [62]; Robustic acid (52) fue otro metabolito presente en el
extracto de Aspidosperma sp., el cual present6 actividad antimicrobiana en S. aureus y
Salmonella typhi [65]; El metabolito Curvularin (31) mostré actividad antimicrobiana ante
cepas de S. aureus, E. coli, entre otros [130]. Por otro lado, ninguno de los metabolitos
identificados justifico la actividad antifingica del extracto de P. sagotianum, por lo que,
es probable que el metabolito responsable de la actividad aln no se elucide o que su

cromatograma no estuvo disponible en la biblioteca de identificacion.

De manera general, los metabolitos antes mencionados pueden justificar la actividad
antimicética de las especies C. guianensis y M. laevis, sin embargo, no se encontré
informacion disponible con base en los metabolitos que justifigue su actividad
antimicrobiana. Por lo que, es probable que los metabolitos responsables de la actividad
antibacteriana aun no hayan sido descubiertos 0 que su cromatograma no esté
disponible en la biblioteca de espectros de Cromatografia Liquida acoplada a Masas
(CL-MS/MS). El interés por conocer la/las molécula(s) responsable de la actividad
antimicrobiana radica en, por ejemplo, la especie C. guianensis mostré halos de
inhibicién en dos cepas bacterianas resistentes a Ampicilina (Tabla 5), lo cual muestra
la probable existencia algun antibidtico diferente a la molécula de la Ampicilina, por
ende, una posible alternativa para el tratamiento de enfermedades bacterianas

resistentes.

Metabolitos antivirales

El COVID-19 es una enfermedad virica causada por el Sindrome Respiratorio Agudo
Severo Coronavirus 2 (SARS-CoV-2, por sus siglas en inglés) responsable de la reciente
pandemia categorizada como enfermedad respiratoria aguda [131]. Debido a la
ausencia de medicamentos para el tratamiento de la enfermedad en ese entonces, las
plantas fueron el primer recurso medicinal en algunos lugares, como por ejemplo la
Amazonia [21]. Recientemente se recomendd el uso de algunas plantas en el
tratamiento del COVID-19 con base en la actividad de sus metabolitos, el informe no
incluyé las plantas investigadas en este trabajo [22]. Anteriormente, una investigacion
en otro virus de la misma familia (Coronavirus del Sindrome Respiratorio de Oriente
Medio por sus siglas en inglés MERS-CoV) mostré la posibilidad de inhibir la enzima
viral 3CLpro mediante los flavonoides helicryetina, herbacetina, isobavacalcona y

quercetina 3-p-D-glucésido. Posteriormente, un estudio in silico comprobé que los
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andamios moleculares de los flavonoides del tipo flavonol y chalcona tienden a unirse al
sitio catalitico de la enzima viral MERS-CoV 3CLpro, la cual es la principal proteasa de
los coronavirus implicada en la replicacion viral [14]. Recientemente, un ensayo in silico
enfocada hacia receptor celular ACE2 (Enzima Convertidora de Angiotensina 2) del
SARS-CoV-2 encontr6 que algunos lignanos (baicalina, hesperetina, escutelarina,
glicirricina y nicotianamina) podrian impedir la entrada del virus en la célula huésped.
En particular todas las plantas caracterizadas quimicamente en este trabajo contienen
el lignano Arctigenin (30), el cual fue considerado como un polifenol de acuerdo con su
estructura quimica (Figura 2) [47]. Este compuesto mostré potencial actividad antiviral
contra el virus de la influenza A in vitro y en ratones modelos, recomendandose como
una opcién mas en el tratamiento de la gripe [132]. De esta manera, este compuesto, al
ser un lignano y mostrar actividad antiviral relacionado al sistema respiratorio, podria
justificar el uso tradicional de las plantas Aspidosperma sp., C. guianensis, M. laevis y
P. sagotianum en el tratamiento del COVID-19.

En general se consider6 a los alcaloides, flavonoides, polifenoles, terpenoides, entre
otros, como antagonista del SARS-CoV-2 [13]. De esta manera los alcaloides impiden
la union del virus en la célula huésped limitando su propagacion y disminuyendo la carga
viral, especialmente en los pulmones. La planta con esta probable propiedad seria
Aspidosperma sp., ya que ensayos cualitativos (Tabla 2) y cuantitativos (Tabla 3)
mostraron, respectivamente, la presencia y cantidad de alcaloides presentes en la
planta. Los flavonoides inhiben la actividad de la transcriptasa reversa del virus. Todas
las plantas podrian tener esta actividad, pues ensayos cualitativos y cuantitativos
mostraron la presencia de flavonoides en las plantas (Tabla 2 y Tabla 3), considerando
la posible relacion entre la cantidad de flavonoides totales y la probabilidad de que algin
compuesto tenga actividad antiviral, la planta mas prometedora seria C. guianensis,
seguida de M. laevis, P. sagotianum y Aspidosperma sp. Los polifenoles pueden
desestabilizar la estructura viral mediante interaccion directa o a través de la
intervencion en la expresién del material genético viral. En general, las plantas del
cantén Arajuno mostraron alta concentracién de polifenoles y tendrian la misma
interpretacion detalla anteriormente para flavonoides. Los terpenos/terpenoides pueden
inhibir la replicacion viral. De acuerdo con los ensayos cualitativos, las plantas con esta

probable propiedad serian Aspidosperma sp. y M. laevis.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se encontrd el uso de 13 plantas en preparados medicinales para el tratamiento del
COVID-19, de la cuales C. guianensis, Aspidosperma sp. y M. laevis fueron las especies
con mas alto consenso cultural en los usos tradicionales relacionados a los sintomas de
COVID-19, dolor de cabeza (1,00) y diarrea (0,80). Las otras especies con usos
tradicionales relacionadas a los sintomas del COVID-19 (problemas respiratorios, fiebre

y dolor del cuerpo) fueron M. balsamum, Piper sp. y P. sagotianum.

Ademas de las tres plantas con més alto consenso cultural se realiz6 la caracterizacion
quimica preliminar de la especie P. sagotianum por ser la planta con menor consenso
cultural y tener solo un uso tradicional relacionado a los sintomas del COVID-19 (dolor
del cuerpo, ICF = 0.60). De esta manera, se encontré de manera cualitativa la presencia
de alcaloides, flavonoides, polifenoles y terpenoides en la especie Aspidosperma sp.;
flavonoides, polifenoles y terpenoides en la especie M. laevis; flavonoides y polifenoles
en la especie C. guianensis al igual que en la especie P. sagotianum. Conociendo la
presencia cualitativa de los metabolitos se procedié con la cuantificacién de metabolitos
totales presentes en los extractos de las plantas de interés, encontrando 18,54 + 0,07
ng ATA/mg-EAL de alcaloides (cantidad de alcaloides en la muestra expresado como
microgramo de alcaloides totales con base en Atropina por cada miligramo de extracto
acuoso liofilizado), 0,79 £ 0,01 ug FTQ/mg-EAL de flavonoides (cantidad de flavonoides
en la muestra expresado como microgramo de flavonoides totales con base en
Quercetina por cada miligramo de extracto acuoso liofilizado) y 38,4 £ 0,6 ug PTAG/mg-
EAL de polifenoles (cantidad de polifenoles en la muestra expresado como microgramo
de polifenoles totales con base en Acido Galico por cada miligramo de extracto acuoso
liofilizado) en la especie Aspidosperma sp.; 1,5 £ 0,1 ug FTQ/mg-EAL de flavonoides y
135 + 4 ug PTAG/mg-EAL de polifenoles en la especie M. laevis; 5,5 £ 0,1 ug FTQ/mg-
EAL de flavonoides y 213 + 7 ug PTAG/mg-EAL de polifenoles en la especie C.
guianensis; 0,82 + 0,04 ug FTQ/mg-EAL de flavonoides y 56 + 2 ug PTAG/mg-EAL de

polifenoles en la especie P. sagotianum.
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Los resultados de los ensayos cualitativos y cuantitativos fueron complementados
mediante la identificacibn de moléculas conocidas. De manera que se comprobé la
presencia de varias moléculas alcaloides, flavonoides, polifenoles, terpenoides, entre
otras. La planta con mayor nimero de moléculas conocidas fue Aspidosperma sp. (27
moléculas), seguida de C. guianensis (24 moléculas), M. laevis (11 moléculas) y especie
P. sagotianum (7 moléculas). Moléculas que previamente fueron reportadas en la misma

especie y/o en otras especies del mismo género o de diferentes familias.

La planta C. guianensis presenté actividad antibacteriana (en las cepas E. coli, S.
aureus, k. pneumoniae y P. aeruginosa) y antimicotica (en la cepa C. albicans), este
ultimo se justificé por la presencia de un metabolito semejante al antimicético Fludioxonil
(36) identificada en la planta. De manera semejante la planta M. laevis present6
actividad antibacteriana (en las cepas E. coli y S. aureus) y antimicética (en la cepa C.
albicans), este ultimo se justifico por la presencia del metabolito Medicagenic acid (44).
La planta Aspidosperma sp. no presento actividad antimicrobiana y P. sagotianum solo

presentd actividad antimicética.

De manera general las cuatro plantas usadas en preparados medicinales para el
tratamiento de COVID-19 presentaron metabolitos reportados en la bibliografia como
antagonistas del virus SARS-CoV-2. Los cuales también presentaron el metabolito
Arctigenin (30), que anteriormente mostré actividad antiviral en el virus de la influenza A
y que probablemente también presente actividad con el virus SARS-CoV-2, pues

algunos taninos pueden impedir la adherencia del virus a la célula huésped.

Recomendaciones

Teniendo en cuenta que el solvente influye en la obtencion de metabolitos, en este
trabajo se usé agua como solvente extractor. En las comunidades estudiadas a mas del
agua usan etanol para la extraccion de metabolitos, por lo que se recomienda la

caracterizacion quimica a partir del extracto etandlico de la planta.

El extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de la planta P. sagotianum tiende a
humedecerse muy facilmente al aire libre, por lo que se recomienda conservar el
extracto en un desecador. Se debe tener en cuenta que la conservacion de los extractos

a largo plazo se debe realizar mediante refrigeracion.
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ANEXOS

Anexo 1. Entrevista realizada a los sabios de las tres comunidades del cantén Arajuno.

Datos del informante
Nombre:
Edad:
Fecha:
Pregunta 1: ¢ Quién le ensefid a preparar la medicina para el COVID-19?
Pregunta 2: ¢, Cuando aprendi6 sobre la medicina tradicional?
Pregunta 3: ¢, Cudles son las plantas que utiliza en la preparacion del jarabe para tratar el
COVID-19?
Informacién sobre la planta medicinal
Pregunta 4: ¢Con qué nombres se le conoce a la planta?
Pregunta 5: ¢ Como reconocer a la planta (caracteristicas de la planta)?
Pregunta 6: ¢La planta fue sembrada o crecié de forma natural en el bosque?
Pregunta 7: ¢A qué hora coseché la planta?
Pregunta 8: ¢La planta puede ser cosechar a cualquier hora del dia, cuando es mejor?
Pregunta 9: ¢ Como estaba la planta cuando fue cosechada, de pie, caida, seca...?
Pregunta 10: ¢La planta estaba en flor, frutos o con semillas?
Pregunta 11: ¢, Qué parte de la planta cosech¢ (hoja, raiz, tallo, corteza...)?
Pregunta 12: ¢,Cémo cosecho la planta?
Pregunta 13: ¢La planta puede continuar viva luego de su cosecha?
Pregunta 14: ¢La planta se usa fresca (recién cosechada) o se deja secar?
Pregunta 15: Si la respuesta anterior es seca ¢,por cuanto tiempo se debe secar la planta?
Pregunta 16: ¢,Coémo es el proceso de preparacion de la medicina para el tratamiento de
COVID-19?
Pregunta 17: ¢ Cudles son los usos medicinales que tiene la planta?
Observaciones:

Realizado por: Pastufia, 2022.



Anexo 2. Sistematizacion de la informacién etnobotanica recopilada sobre las plantas usadas en preparados medicinales para el tratamiento del

COVID-19.

Aristolochia sp.

cosecha estaba con flores. Los
tallos/ramas pueden servir como
semilla, pues si se los coloca bajo
suelo crecerd una nueva planta.
Existen cuatro tipos de plantas
parecidos. Esta se diferencia de
las deméas en que el haz de las
hojas es de color verde intenso,
mientas que el envés es de

coloracidn grisacea.

Especie Informacion Comunidad Chuyayaku Comunidad Nushinu Ishpinku Comunidad Shiwa Kucha
Solvente: Mediante coccion en agua o | N/A N/A
macerado en etanol.
*Parte: Tallo/rama. N/A N/A
Uso: Dolor de estébmago y fiebre. N/A N/A
Nombre: Zaragoza y Ulla Wanka Anku. N/A N/A
*Fecha: La madrugada del 26 de agosto de | N/A N/A
2021.
Observacion: La planta al momento de la | N/A N/A

Aspidosperma sp.

Solvente: Mediante coccibn en agua o | Mediante cocciébn en agua o | Mediante coccion en agua.
macerado en etanol. macerado en etanol.

*Parte: Corteza de tallo. Corteza de tallo. Corteza de tallo.

Uso: Diarrea. N/A Diabetes, gastritis, paludismo y

dolor del cuerpo.




Nombre: Challua Caspi. Challua Caspi. Challua Caspi o] Challua
Caspicara.
*Fecha: La madrugada del 26 de agosto de | La tarde del 1 de septiembre de | Al mediodia del 16 de agosto de

2021.

2021.

2021.

Observacion:

Se dice que a mayor coccion
mejores propiedades medicinales.
Ausencia de bejuco y/o liana que
enrede esta planta.

El extracto de esta planta es muy
agrio. Se puede usar la corteza
seca, para ello se debe secar por
alrededor 15 a 30 dias. Pero, de
preferencia se suele usar la
corteza fresca. La diferencia entre
corteza seca y fresca radica en la
preparacion. La corteza seca en
contraste con la fresca se deja
macerando en etanol o se cuece
en agua por mas tiempo. Las hojas
de esta planta son parecidas a las

hojas del cedro.

El &rbol tenia alrededor de 15 a 20
metros de altura, con tallo cilindrico
y de hojas alargadas. EI nombre
comun de esta planta se debe a la
semejanza del tallo con las
escamas de un pez del lugar (el

pez es conocido como bocachico).

Couroupita guianensis Aubl.

Solvente: Mediante coccion en agua o | N/A Mediante coccién en agua o
macerado en etanol. macerado en etanol.

*Parte: Corteza de tallo. N/A Corteza de tallo.

Uso: Desinflamatorio, cicatrizante de | N/A Hipertension arterial, dolores de
heridas superficiales y profundas cabeza, cuerpo y huesos (reumas).
(como operaciones).

Nombre: Lispungu y Sacha Mati Muyu. N/A Llustunda.

*Fecha: La mafiana del 21 de septiembre | N/A La mafana (10:30 am) del 22 de

de 2021.

septiembre de 2021.




Observacion: La planta fue sembrada y al | N/A La planta fue sembrada y al
momento de su cosecha estaba momento de su cosecha estaba
en flor. No tiene bejuco y/o liana con frutos. La corteza de esta
gue enrede este arbol. planta Unicamente se ha utilizado

en estado fresco. Es una planta de
facil reconocimiento, pues por lo
general el tallo estd cubierto de
frutos redondos de gran tamafio.

Solvente: Mediante coccion en agua. N/A N/A

*Parte: Hojas. N/A N/A

Uso: Aromatizante. N/A N/A

Nombre: Hierbaluisa. N/A N/A

Cymbopogon citratus Stapf. *Fecha: La mafiana del 21 de septiembre | N/A N/A
de 2021.
Observacion: Se dice que es Hierbaluisa | N/A N/A

medicinal porque sus hojas son
anchas a diferencia de otras

variedades de hojas delgadas.

Monteverdia laevis
(Reissek)Biral.

Solvente: N/A Mediante coccion en agua o | Mediante cocciébn en agua o
macerado en etanol. macerado en etanol.
*Parte: N/A Corteza de tallo. Corteza de tallo.
Uso: N/A Dolor abdominal y diarrea. Purifica la sangre, célicos, diarrea
y dolor de cuerpo.
Nombre: N/A Chuchuguaza y Curi Caspicara. Chuchuguaza.
*Fecha: N/A La tarde del 1 de septiembre de | La mafana (10h00 am) del 22 de

2021.

septiembre de 2021.




Observacion:

N/A

Esta planta es un arbol grande. El
nombre comun “Curi Caspicara”
se debe a la coloraciéon amarillenta
del tallo. En la preparacion
medicinal cominmente se usa la
corteza fresca y se prefiere
maceracion en etanol antes que
coccioén en agua. Por otro lado, la
ventaja de la una corteza seca es
que se puede conservar por largo
tiempo. La planta puede ser
reconocida porque su tallo es de

color amarillo.

Se reconocen dos variedades de
M. laevis. Planta hembra y macho,
la primera es de corteza delgada y
la segunda de corteza gruesa. En
la medicina tradicional se usa el
arbol de corteza gruesa (planta
macho). La corteza seca se puede
conservar durante afios. Para
reconocer esta planta se realiza un
corte en el tallo, el cual sera de una
coloracién rojiza. La otra manera
de identificacion es mediante su

sabia, esta serd de un sabor muy

amargo.
Solvente: Mediante coccion en agua o | Mediante coccibn en agua o | N/A
macerado en etanol. macerado en etanol.
*Parte: Corteza de tallo. Corteza de tallo. N/A
Uso: Fiebre, mareo, tos y dolor del | Gripe (expulsa el mocoy liberalos | N/A
cuerpo. pulmones).
Nombre: Balsamo e Isturaki. Balsamo. N/A
Myroxylon balsamum Harms. | *Fecha: La madrugada del 26 de agosto de | La tarde del 1 de septiembre de | N/A
2021. 2021.
Observacion: Es un arbol grande, recto y con | Esta planta fue cultivada por el | N/A

ramas en la copa del tallo. Esta
planta fue cultivada por el sabio

Edgar Vargas. A esta planta no se

sabio Hector Lopez. Se prefiere
usar la corteza fresca en los
preparados medicinales. La planta

puede ser reconocida por su tallo




le ha visto enredada con bejucos

de color blanco y por tener hojas

y/o lianas. semejantes a la Guayusa.
Solvente: N/A N/A Mediante coccién en agua.
*Parte: N/A N/A Hojas.
Uso: N/A N/A Aromatizante.
Ocotea quixos Nombre: N/A N/A Ishpingo.
(Lam.)Kosterm. *Fecha: N/A N/A Al mediodia del 22 de septiembre
de 2021.
Observacion: N/A N/A Es un condimento gastronémico en
el preparado medicinal.
Solvente: Mediante coccibn en agua o | N/A Mediante coccion en agua o0
macerado en etanol. macerado en etanol.
*Parte: Hojas. N/A Hojas.
Uso: N/A N/A Descongestionante nasal
Piper sp. (mediante vaF)orizaciones), ,dolor
de garganta, fiebre y escalofrios.
Nombre: Matico. N/A Matico.
*Fecha: La mafiana del 21 de septiembre | N/A La mafana del 22 de septiembre
de 2021. de 2021.
Observacion: N/A N/A N/A
Solvente: N/A Macerado en etanol. Mediante coccién en agua o
macerado en etanol.
Protium sagotianum
Marchand. *Parte: N/A Corteza de tallo. Corteza de tallo.
Uso: N/A Dolor abdominal y del cuerpo. Dolor abdominal.
Nombre: N/A Animi. Animi.




*Fecha: N/A La mafiana del 21 de septiembre | La mafana (10h30 am) del 22 de
de 2021. septiembre de 2021.
Observacion: N/A Se recomienda una semana de | La corteza extraida fue de un arbol

macerado. La corteza seca se

puede conservar indefinidamente.

de gran tamafo. Esta planta

presenta un olor caracteristico

El preparado medicinal (coccién o | (aromatico).
macerado) con corteza fresca
suele ser inmediato, alrededor de
una hora. La corteza extraida tiene
un aroma a menta/mentol. La
forma de la hoja de esta planta es
semejante a la del cedro, pero en
menor tamafio.
Solvente: Mediante coccion en agua o | N/A N/A
macerado en etanol.
*Parte: Corteza de tallo. N/A N/A
Uso: Cansancio. N/A N/A
Nombre: Runa Caspi y Mamey. N/A N/A
*Fecha: La madrugada del 26 de agosto de | N/A N/A
Sloanea synandra Spruce ex 2021.
Benth. Observacion: Arbol cultivado por el sabio Edgar | N/A N/A

Vargas. Al momento de la cosecha
la planta estaba botando las
primeras semillas. Es una planta
dificil de conseguir y por lo general
crece

muy alejada de las

comunidades. La corteza fresca




de esta planta es consumida en
ayunas, se bebe el zumo obtenido
del lado interno de la corteza (lado
de la corteza pegada al tallo). El
arbol es frondoso en su copa (de
un color amarillento) con hojas

anchas y alargadas.

Solvente: N/A N/A Mediante coccién en agua o
macerado en etanol.
*Parte: N/A N/A Corteza de tallo.
Uso: N/A N/A Antitumoral (cancer de mama) y
dolor del cuerpo.
Tynanthus panurensis
(Bureau) Sandwith, Nombre: N/A N/A Musuwuaska.
*Fecha: N/A N/A N/A
Observacion: N/A N/A Esta planta es un bejuco y/o liana.
Se reconocen dos tipos, planta
hembra y macho. La corteza del
tallo es de aroma dulce.
Solvente: N/A Mediante coccion en agua o | N/A
macerado en etanol.
*Parte: N/A Tallo/rama. N/A
N/A Uso: N/A Rifiones. N/A
Nombre: N/A Anis de monte. N/A
*Fecha: N/A N/A N/A
Observacion: N/A Es una planta dificil de conseguir. | N/A




Solvente: Mediante coccibn en agua o | N/A N/A
macerado en etanol.

*Parte: Corteza de tallo. N/A N/A

Uso: Fiebre. N/A N/A

Nombre: Intiangu. N/A N/A

*Fecha: La madrugada del 26 de agosto de | N/A N/A
2021.

Observacion: Es una planta que se podria | N/A N/A

N/A
catalogar como bejuco y/o liana.

No se utiliza todo el bejuco, se
utiliza anicamente la corteza. Se
caracteriza por enredar arboles
grandes. Las ramas emergen del
centro del bejuco, las hojas son
redondeadas y de color verde

intenso.

*Estructura morfolégica de la planta usada en preparados medicinales; *Fecha de recoleccion de la estructura morfolégica de la planta. N/A, no aplica. Realizado por: Pastufia, 2022.



Anexo 3. Secado bajo sombra de las estructuras morfolgicas de las plantas
usadas en preparados medicinales para el tratamiento del COVID-19.

Realizado por: Pastufia, 2022.



Anexo 4. Ensayo NaOH/HCIy Shinoda para la determinacién de flavonoides en extracto
acuoso liofilizado de corteza de tallo.
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Donde, C+, control positivo de Quercetina para flavonoides, Asp, Aspidosperma sp., Ps, P.
sagotianum, MI, M. laevis, Cg, C. guianensis. y C-, blanco control agua destilada. Realizado por:
Pastuiia, 2022.



Anexo 5. Ensayo cloruro férrico (FeCls) para la determinacion de polifenoles en extracto
acuoso liofilizado de corteza de tallo.
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Donde, C+, control positivo de Quercetina, Asp, Aspidosperma sp., Ps, P. sagotianum, Ml, M. laevis,
Cg, C. guianensis. y C-, blanco control agua destilada. Realizado por: Pastuiia, 2022.




Anexo 6. Ensayo Dragendorff y Wagner para la determinacion de alcaloides en extracto
acuoso liofilizado de corteza de tallo.

Extracto a pH 6

Ensayo Dragendorff

Ensayo Wagner

Donde, C+, control positivo de Atropina para alcaloides, Asp, Aspidosperma sp., Ml, M. laevis, Cg,
C. guianensis, Ps, P. sagotianum y C-, blanco control agua destilada. Realizado por: Pastufia, 2022.

Anexo 7. Ensayo Salkowski para la determinacién de terpenoides en extracto acuoso

liofilizado de corteza de tallo.
w . = o ————

Donde, C-, blanco control agua destilada, Cg, C. guianensis, Ml, M. laevis, Ps, P. sagotianum y Asp,
Aspidosperma sp. Realizado por: Pastuia, 2022.



Anexo 8. Curvade calibracién de Quercetina para cuantificacion de flavonoides totales
presentes en extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de las plantas
del cantdn Arajuno.

Estandar de Quercetina (A = 438 nm)
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Concentracion (ug/ml)
Muestra (especie) Absorbancia Flavonoides (ug/ml) Flavonoides
(A =438 nm) (ug FTQ/mg-EAL)
Aspidosperma sp. 0,29+ 0,01 6,7+0,1 0,79+ 0,01
C. guianensis 0,48 £ 0,01 10,4 +0,2 55+0,1
M. laevis 0,21 £ 0,02 51+£0,5 15+£0,1
P. sagotianum 0,16 £ 0,01 4,0+0,1 0,82 £ 0,04

En todos los casos el resultado fue expresado como el promedio de tres repeticiones y
desviacién estandar (X £ o). Donde, FTQ, flavonoides totales con base en Quercetina y
EAL, extracto acuoso liofilizado. Realizado por: Pastufia, 2022.



Anexo 9. Curva de calibracién de Acido Galico para cuantificacién de polifenoles totales
presentes en extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de las plantas del
cantén Arajuno.

Estandar de Acido Galico (A = 750 nm)
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Concentracion (pg/ml)
Muestra (especie) Absorbancia Polifenoles (ug/ml) Polifenoles
(A =750 nm) (ug PTAG/mg-EAL)

Aspidosperma sp. 0,65+ 0,01 154 +3 38,4+0,6
C. guianensis 0,40 + 0,02 99+ 3 2137
M. laevis 0,40 £ 0,01 99+3 135+4
P. sagotianum 0,27 £ 0,01 69+3 56 %2

En todos los casos el resultado fue expresado como el promedio de tres repeticiones y desviacion
estandar (X + o). Donde, PTAG, polifenoles totales con base en Acido Galico y EAL, extracto acuoso
liofilizado. Realizado por: Pastufia, 2022.

Anexo 10. Curva de calibracién de Atropina para cuantificaciéon de alcaloides totales
presentes en extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de las plantas
del cantén Arajuno.

Estandar de Atropina (A = 415 nm)
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Concentracion (pg/ml)
Muestra (especie) Absorbancia Alcaloides (ug/ml) Alcaloides
(A =415 nm) (g ATA/mg-EAL)

Aspidosperma sp. 0,477 £ 0,002 14,81 + 0,09 18,54 + 0,07

En todos los casos el resultado fue expresado como el promedio de tres repeticiones y desviacidn
estandar (X * o). Donde, ATA, alcaloides totales con base en Atropina y EAL, extracto acuoso
liofilizado. Realizado por: Pastufia, 2022.



Anexo 11. Ensayo antimicrobiano mediante halos de inhibicién de extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de la planta C. guianensis.
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Realizado por: Pastufia, 2022.




Anexo 12. Ensayo antimicrobiano mediante halos de inhibicion de extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de la planta M. laevis.
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-y
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Realizado por: Pastufia, 2022.



Anexo 13. Ensayo antimicrobiano mediante halos de inhibicién de extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de la planta P. sagotianum.
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Realizado por: Pastufia, 2022.




Anexo 14. Ensayo antimicrobiano mediante halos de inhibicién de extracto acuoso liofilizado de corteza de tallo de la planta Aspidosperma sp.
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Realizado por: Pastufia, 2022.




Anexo 15. Grupos de metabolitos presentes en extracto acuoso liofilizado de corteza de
tallo de plantas usadas en preparados medicinales para el tratamiento de
COVID-19.

Terpenoide I
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Realizado por: Pastufia, 2022.

Anexo 16. Cromatograma de lones Totales (TIC) de las 4 plantas del cantén Arajuno
usadas en preparados medicinales para el tratamiento del COVID-19
obtenidos en UPLC-MS/MS.
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Realizado por: Pastufia, 2022.

Anexo 17. Cromatogramas de coincidencia con compuestos presentes en la biblioteca.
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MS2 spectra Precursor: 361.2843
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MS2 spectra Precursor: 637.23212 Measurement
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MS2 spectra Precursor: 207.01643 Measurement
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MS2 spectra Precursor: 513.28143 Measurement

193.091

1004
MS2 spectra Precursor: 515.31531 Measurement
1004 327.2265
80
50 60
40+ 501.3369
] & 20
= =
§ S13.281) § 171.1066
-§0 | U IS EPPURAYIN WY PR - -§0 . | by Lig o
2 |101.026 351.2178 452.2453 2
5 5
g 220
401
50 60
80
100 4
515.3012
T T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
100 m/z Reference
513.2701
T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
m/z Reference
MS2 spectra Precursor: 371.16089 Measurement
1004 329.0366
'MS2 spectra Precursor: 393.11734 Measurement
1004 181.0831
165.0595
365.1225 50
50|
] ]
15 <
‘gﬂ L A llh'.h...lll.lLl L 'EC‘ 1 JR G L “ '
¥ H NN -
2 2 ‘ 235.0962
3 S
& &
273.0769 83.0126
50-] 136.0516
50+
100-|
393.1184
T T T T T
100 150 200 250 300 350 400
m/z Reference
100+ g
371.149:
T T T T T T
100 150 200 250 300 350
m/z Reference

(29)

(30)




-MS2 spectra Precursor: 325.06812 Measurement
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MS2 spectra Precursor: 385.16028 Measurement

MS2 spectra Precursor: 247.02959 Measurement
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MS2 spectra Precursor: 439.12036 Measurement

MS2 spectra Precursor: 199.10085 Measurement
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MS2 spectra Precursor: 207.09898 Measurement

MS2 spectra Precursor: 501.33231 Measurement
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MS2 spectra Precursor: 809.32684 Measurement

MS2 spectra Precursor: 222.08228 Measurement
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MS2 spectra Precursor: 492.06757 Measurement

MS2 spectra Precursor: 379.10431 Measurement
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MS2 spectra Precursor: 300.17557 Measurement

MS2 spectra Precursor: 377.16922 Measurement
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MS2 spectra Precursor: 169.01816 Measurement
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