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Resumen

La Region Amazonica Ecuatoriana (RAE) representa una de las areas del
planeta mas ricas en biodiversidad y una fuente de metabolitos secundarios para
el sector farmacéutico, cosmético y de los alimentos funcionales. El presente
estudio se enfoca, por primera vez, a la determinacion de compuestos polifenoli-
cos en extractos de cinco especies amazonicas: Caryodaphnopsis tomentosa,
Palicourea stenostachya, Palicourea schunkei, Schizocalyx bracteosus y War-
szewiczia coccinea. La actividad biologica de los polifenoles estd relacionada
con su caracter antioxidante y es relevante para la identificacion de nuevos com-
puestos bioactivos. Los extractos hidroalcohdlicos, considerando una variedad
de vino tinto como referencia, han presentado, en cantidades diferentes, una
notable presencia de polifenoles, aplicando la técnica de Folin-Ciocalteu. Los
extractos de las especies C. tomentosa, S. bracteosus, W. coccinea y las hojas de
P. stenostachya, han dado resultados superiores al doble del valor del patrén
empleado. En los extractos de las raices de P. stenostachya 'y de P. schunkei se
han evidenciado valores de polifenoles totales ligeramente inferiores al patron,
sin embargo, se manifiesta una presencia importante de polifenoles que puede
contribuir a su actividad antioxidante. Este resultado, aunque representa un
ensayo preliminar, asienta un importante precedente para el estudio fitoquimico
de las especies amazdnicas mencionadas.

Palabras clave: biodiversidad amazoénica, Caryodaphnopsis tomentosa, Pali-
courea stenostachya, Palicourea schunkei, Schizocalyx bracteosus, Warszewic-
zia coccinea, Folin-Ciocalteu, polifenoles

Abstract

The Ecuadorian Amazon Region (RAE) represents one of the most biodiverse
areas of the planet and a it is a source of secondary metabolites for the pharma-
ceutical, cosmetic and functional foods sector. The present study, for the first
time, focuses on the determination of polyphenolic compounds in extracts of
five Amazonian species: Caryodaphnopsis tomentosa, Palicourea stenostachya,
Palicourea schunkei, Schizocalyx bracteosus and Warszewiczia coccinea. The
biological activity of polyphenols is related to their antioxidant character and it
is relevant in the identification of new bioactive compounds. The hydroalcoholic
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extracts, considering a variety of red wine as reference, have presented in diffe-
rent quantities, a relevant presence of polyphenols, applying the Folin-Ciocalteu
technique. Extracts of species C. tomentosa, S. bracteosus, W. coccinea and
leaves of P. stenostachya, have yielded results superior to twice the value of the
pattern used. P. stenostachya and P. schunkei root extracts showed slightly lower
amounts of total polyphenols if compared with the standard, however, has been
found an important presence of polyphenols that may contribute to their antioxi-
dant activity. This result, although representing a preliminary test, establishes
important preliminary findings for the phytochemical study of the above mentio-
ned Amazonian species.

Key words: amazonian biodiversity, Caryodaphnopsis tomentosa, Palicourea
stenostachya, Palicourea schunkei, Schizocalyx bracteosus, Warszewiczia
coccinea, Folin-Ciocalteu, poliphenols

Introduccion

Ecuador se encuentra entre los
paises definidos como megadiversos
(Mittermeier et al. 1997), lo cual
resulta asombroso considerando que
su territorio abarca solamente el 0,2%
de la superficie terrestre. Como ha
sido informado por Sierra et al. (2002)
y Lessmann et al., (2014). Si se consi-
dera la relacion entre superficie del
territorio y cantidad de especies, se
puede asumir que el Ecuador es el pais
mas biodiverso en el planeta. Esta
enorme diversidad biologica repre-
senta un inmenso potencial en térmi-
nos de compuestos activos de origen
natural.

La bioprospeccion aborda un
amplio abanico de aplicaciones v,
posiblemente, los tres dmbitos mas
relevantes son el sector farmacéutico,
el sector cosmético y el sector alimen-
tario. Osorio (2009) menciona que las
areas de investigacion relacionadas
con la farmacognosia pueden incluir

tanto la quimica analitica como la
quimica organica, pasando prevalen-
temente por el descubrimiento y la
caracterizacion de compuestos, el
estudio de sus propiedades terapéuti-
cas y sus aplicaciones tecnologicas.
Los productos naturales aportan direc-
tamente un gran numero de metaboli-
tos activos y varias moléculas de
interés tecnoldgico. Una revision
bibliografica relacionada con las
moléculas con actividad anticanceri-
gena (Newman y Cragg ; 2007),
evidencia que en el periodo compren-
dido entre los afios ’40 del siglo XXy
la actualidad, el 48,6% de las mismas
han sido de origen natural o directa-
mente derivadas de metabolitos
secundarios de plantas.

En el ambito de los compuestos
bioactivos, los polifenoles representan
un conjunto importante y cada afio se
presentan mas estudios que relacionan
esta clase de moléculas con funciones
benéficas para la salud humana. La
metodologia mas reconocida y aplica-
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da para la determinacién del conteni-
do total de polifenoles es el ensayo de
Folin-Ciocalteu (Proestos and
Varzakas, 2017; Yoshioka et al.,
2017; Mansour et al., 2017; Aposto-
lou et al., 2013).

El ensayo se basa en la determina-
cion espectrofotométrica, a 765 nm de
longitud de onda, de la absorbancia de
la forma reducida del mencionado
reactivo: una mezcla de volframato
sodico y molibdato sodico en acido
fosforico. Producto de la reaccion con
los compuestos fenolicos presentes en
las muestras a analizar, se desarrolla
una coloraciéon azul intensa cuya
absorbancia estd relacionada con la
concentracion de antioxidantes fenoli-
cos y polifendlicos. Teniendo en
cuenta el mecanismo de la reaccion,
esta puede considerarse también,
como un método para evaluar la
actividad antioxidante total. FEl
método de Folin—Ciocalteu es senci-
llo, rapido y econdémico, y ademas
permite la elaboracion de varias
muestras en poco tiempo; por su efica-
cia y facilidad de aplicacién se conti-
nua utilizando en la practica cientifica
actual. Recientemente, una investiga-
cion realizada por Musci and Yao
(2017) ha aportado una optimizacioén
del método, enfocandose en la evalua-
cion de parametros de desempeiio
analitico como: linealidad, precision y
estabilidad y reduciendo aun mas los
tiempos de analisis.

La presencia del “OH fendlico”
imparte a los polifenoles una marcada
actividad antioxidante que se traduce

en efectos sinérgicos positivos con
vistas a contrarrestar procesos infla-
matorios, estrés oxidativo y dafios del
ADN. La actividad antioxidante y
anti-radicélica parece estar estricta-
mente vinculada a un menor riesgo de
incidencia de enfermedades cardio-
vasculares y patologias crénicas como
la diabetes y el Alzheimer (Bur-
ton-Freeman et al., 2016). Entre los
polifenoles mas investigados se men-
ciona el resveratrol, un compuesto
bioactivo que desde varias décadas
atras ha develado importantes propie-
dades terapéuticas; entre los estudios
mas recientes se destaca la proteccion
de las células epiteliales de los bron-
quios en contra de los dafios provoca-
dos por el humo de cigarrillo (Song et
al., 2017) y la obtencion de derivados
de semisintesis que parecen poder
prevenir la agregacion plaquetaria y
los eventos tromboembolicos (Dutra
etal., 2017).

En relacion a la obtencion de los
extractos, ha sido elegido el método
de extraccidn con ultrasonido (Ultra-
sound Assisted Extraction — UAE),
en cuanto representa una optimiza-
cion del proceso de maceracion. La
extraccion de metabolitos se facilita
mediante el uso de ultrasonidos que
inducen una tensidn mecanica sobre
las células por medio de la produc-
cion de cavitaciones en la muestra.
La descomposicion de la pared celu-
lar aumenta y acelera la solubiliza-
cion de los metabolitos en el disol-
vente, mejorando los rendimientos
de la extraccion (Vilkhu et al., 2007).
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El contexto amazonico es obvia-
mente una fuente importante de molé-
culas bioactivas y ya existen eviden-
cias de especies locales que contienen
polifenoles, entre ellas se menciona
un estudio realizado por Garcia-Ruiz
et al. (2017) sobre extractos de la
especie Ilex guayusa en los cuales se
identificaron 14 compuestos fenolicos
y se evidencid una considerable
actividad antioxidante.

Con estos antecedentes el presente
estudio pretende, por primera vez,
determinar el contenido de antioxi-
dantes fenodlicos y polifenodlicos de
algunas especies de plantas amazoni-
cas como ensayo preliminar indispen-
sable para poder llevar a cabo una més
profunda investigacion fitoquimica.

Materiales y Métodos

Previamente a las operaciones de
campo ha sido realizada una investi-

gacion bibliografica enfocada a los
articulos cientificos relacionados con
las especies vegetales sujetas a inves-
tigacion. Se ha encaminado la
busqueda a las siguientes bases de
datos: Scopus, Scielo, PubMed vy
Scifinder. Los nombres cientificos de
las especies investigadas han sido
adoptados como palabras clave para
la busqueda. Los articulos encontra-
dos han sido separados en dos
grupos: las investigaciones pertinen-
tes (P) y las no pertinentes (NP),
respectivamente, y se han identifica-
do en el primer grupo los estudios
enfocados a la fitoquimica, a la carac-
terizacion y a la bioactividad de los
metabolitos secundarios de las espe-
cies objeto de estudio (Tabla 1). Los
articulos considerados no pertinen-
tes, aunque conservan su valor cienti-
fico, han sido catalogados de esta
forma porque abordan temas no rela-
cionados con la fitoquimica.

Especie Scopus Scielo PubMed | Scifinder
NP| P |[NP| P |[NP| P |[NP| P
C. tomentosa 1 0 0 0 8 0 0 0
P. stenostachya 1 0 0 0 0 0 0 0
P. schunkei 1 0 0 0 8 0 0 0
S. bracteosus 0 0 0 0 3 0 0 0
W. coccinea 5 0 0 0 2 0 1 1
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Las especies fueron colectadas en
la Region Amazonica del Ecuador
(RAE) y especialmente, pero no
exclusivamente, en el CIPCA (Cen-
tro de Investigacion, Posgrado y
Conservacion Amazonica, km 44 via

Caryodaphnopsis tomentosa van der Werff (Lauraceae):
Palicoureaa stenostachya (Standl.) C.M. Taylor (Rubiaceae):
Palicourea schunkei (C.M. Taylor) C.M. Taylor (Rubiaceae):
Schizzocalyx bracteosus Wedd. (Rubiaceae):

Warszewiczia coccinea (Vahl) Klotszch (Rubiaceae):

El material vegetal fue lavado con
agua potable, secado en estufa (Bar-
nstead International, E.E.U.U.) con
recirculacion de aire a una tempera-
tura de 45 °C, pulverizado en molino
de cuchillas (Thomas Scientific,
E.E.U.U.) y luego tamizado, con el
objetivo de garantizar un tamafio de
particula inferior a 0,5 mm, conside-
rado adecuado para la posterior
obtencion de los extractos (Azwani-
da, 2015; Ph. Eur., 2017). Los extrac-
tos de las cinco plantas seleccionadas
se realizaron con el método de
Extraccion Asistida por Ultrasonido
(Ultrasound Assisted Extraction —
UAE) (Branson Ultrasonics,
E.E.U.U.). Para la extraccion se utili-
z6 una mezcla etanol: agua en
proporcion 9:1, con una relacion de
400 mL de disolvente por cada 50 g
de muestra pulverizada. Las extrac-
ciones fueron realizadas por triplica-

Puyo-Tena). Las mismas fueron
identificadas por el botdnico especia-
lista Dr. David Neill, Herbario Ama-
zonico del Ecuador (ECUAMZ) y
reposan bajo los siguientes numeros
de herbario:

Neill 18032
Neill 18030
Neill 18031
Neill 17770
Neill 17771

do. Se trabajo a 35 °C durante 1 hora
y posteriormente la mezcla fue filtra-
da a través de un filtro de Gooch y el
extracto crudo obtenido fue concen-
trado con evaporador rotatorio
(Biichi, Alemania) a temperatura de
45°C y presion reducida de 600
mmHg hasta un volumen final de 50
mL.

Para la implementacion del ensayo
de Folin-Ciocalteu (Singleton and
Rossi, 1965), se necesito la construc-
cion previa de una curva de calibra-
cion mediante diluciones sucesivas a
partir de una disolucion concentrada
(disolucion madre) de 1000 mg.L-1
de 4cido galico (estandar de referen-
cia). A partir de esta disolucién se
prepararon 10 ml de cada una de las
disoluciones diluidas de concentra-
ciones crecientes de 4acido galico
entre 5y 25 mg.L-1 (Tabla 2).
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Tabla 2. Preparacion de la curva patron de acido galico a partir de una disolu-
cion concentrada de 1 000 mg.L-1. Volumen final 10 mL (agua destilada)

Componentes afiadidos

Concentracion de acido galico

(mg.L'h)

5 10 15 20 25

Acido gélico patrén (uL) 50 100 | 150 | 200 250
Reactivo de Folin-Ciocolteau (uL) 500 | 500 | 500 | 500 500
Disolucion de Carbonato de sodio 10% (uL) 500 | 500 | 500 | 500 500

Para la preparacion de las mues-
tras, 40 pL de extracto y 500 pL de
reactivo de Folin-Ciocalteu se colo-
caron en un matraz aforado de 10 ml,
se agitd y se dejo reposar protegido
de la luz durante 8 minutos. Se
afiadieron después 500 pL de la diso-
lucion de carbonato de sodio al 10%
y se llevé a un volumen de 10 ml con
agua destilada. Se homogeniz6 la
disolucion agitando manualmente el
matraz aforado y se mantuvo en la
oscuridad a temperatura ambiente
durante 2 horas. Se midieron las
absorbancias de las muestras de
extractos y de patrones 765 nm
contra el blanco de reactivos. Como

referencia se analiz6 una muestra de
vino tinto chileno cabernet sauvig-
non.

Resultados

Los valores de absorbancia regis-
trados para la curva de calibracion se
recogen en la tabla 3, y en la figura 1
se puede apreciar el grafico corres-
pondiente.

El modelo matematico obtenido,
luego del andlisis de regresion lineal,
y que permitié la realizacion de los
calculos es el siguiente: C = (A +
0,0028) / 0,0734

Tabla 3. Valores de concentracion (mg.L-1) y absorbancia correspondientes a

la recta de calibrado

Concentraciéon mg.L! 5

10 15 20 25

Absorbancias 0,297

0,747 | 1,193 | 1,497 | 1,657
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Figura 1. Grdfico de la curva patron de acido galico.

En la tabla 4 se presentan los valo-
res de absorbancia correspondientes a
cada una de las muestras en estudio,
asi como las concentraciones calcula-

das teniendo en cuenta el modelo
matematico encontrado y la dilucién
practicada a los extractos. El factor de
dilucion fue 250.

Tabla 4. Resultados de concentracion de antioxidantes fenolicos y polifenolicos
totales sobre la base del 4cido gélico en los extractos analizados

Muestra analizada Valores de absorbancia Concentracion | CV (%)
_ (mg.mL™")
Al A2 A3 A
C. tomentosa 1,708 1,729 1,750 1,729 5,90 1,21
P. stenostachya (hojas) 2,035 1,988 1,893 1,972 6,73 3,67
P. stenostachya (raices) 0,594 0,543 0,584 0,574 1,96 4,71
P. schunkei 0,537 | 0,564 | 0,533 | 0,545 1,87 3,09
S. bracteosus 1,640 | 1,684 | 1,653 1,659 5,66 1,36
W. coccinea 1,707 1,708 1,818 1,744 5,95 3,66
Vino Tinto (referencia) 0,655 | 0,657 | 0,691 | 0,668 2,28 3,03
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A partir de los resultados de con-
centracion de los extractos fue posi-
ble determinar el contenido de
antioxidantes fendlicos y polifeno-

licos totales en los sélidos pulveru-
lentos obtenidos a partir de los
materiales vegetales en base seca
(tabla 5).

Tabla 5. Resultados de concentracion de antioxidantes fendlicos y polifenolicos
totales en los solidos pulverulentos de las plantas expresado en mg por cada 100

g de materia seca

Muestra de solido pulverulento| Concentracion
analizada (mg/100g)
Caryodaphnopsis tomentosa 590
Palicourea stenostachya (hojas) 673
Palicourea stenostachya (raices) 196
Palicourea schunkei 187
Schizzocalyx bracteosus 566
Warszewiczia coccinea 595
Vino Tinto (referencia) 228

Discusion

Una vez realizados los andlisis de
las especies amazonicas investiga-
das, se puede apreciar que en su
mayoria, han dado resultados rele-
vantes en relacion a la presencia de
compuestos antioxidantes fenolicos y
polifenolicos, lo cual permite preli-
minarmente predecir una promisoria
actividad antioxidante.

El estudio evidencia un elemento
de innovacion en cuanto la investiga-
cion bibliografica pues se ha compro-
bado la escasez de informacion cien-
tifica al respecto.

En lo que se refiere a los ambitos
fitoquimicos o de bioactividad, sola-
mente para la especie W. coccinea se
registra un estudio en el cual, por
primera vez, se determina la presen-
cia de dos triperpenos: el acido 3f3, 6
B, 19a-trihidroxi-urs-12-en-28-oico
y el acido 3B,6B-dihi-
droxi-olean-12-en-28-oico, respecti-
vamente. Las dos moléculas han
demostrado actividad inhibidora de
la acetilcolinesterasa, como resultado
preliminar de una potencial eficacia
en el tratamiento del Alzheimer, y
una moderada actividad antioxidante
(DPPH free radical scavenging
assay) en comparacion con la querce-
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tina (Calderon et al., 2009). Sin
embargo, el anterior estudio de
Calderon et al., (2009) no se enfoca
al estudio de los polifenoles por lo
que se hace evidente la necesidad de
profundizar la investigacién sobre
W. coccinea. De igual manera, la
falta de informaciones fitoquimicas
sobre las otras especies objeto de la
presente  investigaciéon  justifica
nuevos estudios.

En cuanto a la aplicacion del
método analitico de Folin—Ciocalteu,
se obtuvo una aceptable linealidad
para la curva de calibracién, con un
valor de coeficiente de correlacion de
0,9925. A pesar del procedimiento
relativamente complejo de obtencion
de los extractos, la precision de los
resultados de concentracion de poli-
fenoles fue adecuada, con coeficien-
tes de variacion en todos los casos
inferiores al 5 %.

Conclusiones

Las especies amazonicas investiga-
das, en su mayoria, brindaron resulta-
dos relevantes en relacion a la presen-
cia de compuestos antioxidantes fend-
licos y polifendlicos, lo cual permite
preliminarmente predecir una promi-
soria actividad antioxidante. Existe un
elemento de innovacién en cuanto la
investigacion bibliografica dada la
escasez de informacion cientifica al
respecto. Por otro lado, la falta de
informaciones fitoquimicas sobre las
otras especies objeto de la presente
investigacion justifica nuevos estu-
dios. El presente estudio preliminar

permitio identificar, por primera vez,
nuevas fuentes de polifenoles en espe-
cies vegetales promisorias de la
region amazonica ecuatoriana
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