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(R caumen N

Brosimum utile (Kunth) Pittier es una especie distribuida principalmente en la cuenca amazoénica de
Pert, Ecuador y Colombia. En Ecuador, esta especie se denomina cominmente sande o sandi, y de ella
se obtiene latex (leche de sandi), el cual presenta diversas aplicaciones tradicionales. La caracterizacion
fitoquimica del latex de Brosimum utile evidencid la presencia de terpenos, saponinas, gomas, grasas,
resinas y alcaloides. El extracto total de alcaloides de este latex fue obtenido y evaluado in vitro para de-
terminar su actividad frente a bacterias patégenas y hongos dermatofitos. La actividad antibacteriana fue
determinada mediante el método de Mistcher frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudo-
monas aeruoginosa 'y Klebsiella pneumoniae, observando una concentracion minima inhibitoria (CMI)
de 1600 pg/ml. La actividad antifngica se comprobd mediante el método de difusion en disco frente
a dos hongos dermatofitos, Trichophyton rubrum y Epidermophyton floccosum; mostrando un valor de
CMI de 2000 pg/ml y didmetros de los halos de inhibicién que indican que los hongos evaluados son
susceptibles al extracto alcaloidal. La actividad antimicrobiana del latex de B. utile es destacable, lo que
demuestra su potencial para el futuro desarrollo de formulaciones antibioticas y antifiingicas.
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Brosimum utile (Kunth) Pittier is a species distributed mainly in the Amazon of Peru, Ecuador and Co-
lombia. This species in Ecuador is commonly known as sande or sandi, and its latex (leche de sandi)
has several traditional applications. The phytochemical characterization of Brosimum utile latex evi-
dences the presence of terpenes, saponins, gums, fats, resins and alkaloids. The total alkaloid extract of
this latex was obtained and evaluated in vitro to determine its activity against pathogenic bacteria and
dermatophyte fungi. The antibacterial activity was determined by the method of Mistcher against Sta-
phylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae, showing
a minimum inhibitory concentration (MIC) of 1600 pg/ml. The antifungal activity was checked by the
disc diffusion method against two dermatophyte fungi, Trichophyton rubrum and Epidermophyton floc-
cosum, MIC value was 2000 pg/mL and diameters of the inhibition halos obtained indicate that the eva-
luated fungi are susceptible to the alkaloid extract. The antimicrobial activity of Brosimum utile latex is
remarkable, showing its potential for the future development of antibiotic and antifungal formulations.
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INTRODUCCION

Brosimum utile es un arbol que pertenece a la familia
Moraceae, que se encuentra distribuido en Bolivia, Pert,
Ecuador, Colombia, Venezuela, Panama, Brasil, Costa
Rica y la Guayana Britanica, donde crece en bosques
tropicales humedos de tierras bajas. Esta especie puede
medir en promedio 20-30 m, pudiendo alcanzar mas de
40 m de alto (1-2). Sus nombres comunes son lechero,
gudimaro, arbol de vaca, avichuri (Colombia), mastate,
palo de vaca (Costa Rica, Panamd y Venezuela), pangua-
na (Pertl) y amapa doce (Brasil) (3). En el caso del Ecua-
dor, se lo conoce como sande o sandi (castellano), sant+
(awapit), fuka (tsafi’ki), santi wiki (kichwa), camina’jin,
ccovi ne’mba (a’ingae), o posa hui’to (pai coca) (4).
Brosimum utile presenta un fuste recto y cilindrico, con
raices tablares bajas y redondeadas. Su copa es irregular
y amplia. La corteza externa es de color marrén rojizo
y pintas plateadas, con lenticelas abundantes y promi-
nentes; apariencia lisa o finamente agrietada de 2 cm de
espesor. La corteza interna es de color anaranjado y pre-
senta abundante exudacion en forma de latex blanco. Sus
hojas son simples, alternas, con estipula terminal. Las
hojas en estado de fustal son grandes y gruesas, miden
aproximadamente 12 cm de longitud y 6 cm de ancho.
Las flores son diminutas y se encuentran dispuestas en la
axila de la hoja. Los frutos estan agrupados en forma de
infrutescencias globosas de un didmetro aproximado de
1,5 cm (3).

El latex fresco (leche de sandi), las semillas tostadas y el
fruto de B. utile son comestibles. Los pueblos amazoni-
cos y chachis del Ecuador usan el latex para la obtencion
de caucho e impermeabilizar botes y canoas (4). De igual
manera, el latex presenta diversos usos en la medicina
tradicional como antiacido, antiespasmoédico, antihel-
mintico, antiinflamatorio, antiparasitario, antirreumatico,
purgante y cicatrizante (4-5). Asimismo, es conocido su
empleo como gastroprotector por los pueblos amerindios
amazonicos de la nacionalidad indigena cofdn o a'i. Ade-
mas, esta aprobado por la FDA el uso de este exudado en
la fabricacion de goma de mascar (6).

En la actualidad, son numerosos los estudios realizados
sobre las multiples resistencias que presentan las cepas
bacterianas frente a los antibioticos de uso comun (Mul-
tiple Drug Resistance, MDR). Estos patdgenos a menudo
ocasionan infecciones de caracter crénico y dificil trata-
miento, llevando en muchos casos a la muerte de los pa-
cientes. Estas resistencias se han observado tanto en bac-
terias Gram-negativas como Gram-positivas, con especial
influencia y mortalidad en el dmbito hospitalario (infec-
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ciones nosocomiales, ESKAPE). Bacte-
rias MDR como las entéricas virulentas
Klebsiella, Salmonella, Pseudomonas,
Shigella, Escherichia, y otras, son activas
en lugares poco higiénicos, comunidades
marginales, guetos urbanos y llegan a su-
poner un problema de salud publica. Por
otro lado, las especies MDR Staphylo-
coccus, Enterococcus y Streptococcus
son conocidas por haber desarrollado
resistencias frente a -lactamicos y otros
tipos de antibidticos (7-8).

La resistencia a antibioticos puede ser
intrinseca o adquirida. La intrinseca sue-
le guardar relacion con fendmenos de
impermeabilidad, inactivacion o eflujo;
mientras que las resistencias adquiridas
suelen deberse a mutaciones que lle-
van a inactivacion o desensibilizacion,
y suelen estar mediadas por la presion
selectiva que ejerce el propio tratamien-
to antibidtico y mecanismos asociados a
“quorum sensing”. Claros ejemplos de
resistencia adquirida podrian ser la re-
sistencia a meticilina en Staphylococcus
aureus o a los tratamientos con carbape-
nemasa en Klebsiella pneumoniae. Ante
esta situacion, la Organizacion Mundial
de la Salud considera oportuno el desa-
rrollo de alternativas para el control de
bacterias MDR, lo cual supone un reto
en los ambitos de la farmacognosia y
farmacologia (7-8).

Las dermatofitosis son un conjunto de
enfermedades micoticas superficiales
causadas por hongos que afectan a la
piel, a nivel de la epidermis, llegando
a invadir tejidos queratinizados como
ufas y pelo, y afectando tanto al hombre
como a algunos animales. Son causadas
por un grupo de hongos, llamados der-
matofitos pertenecientes a los géneros
Microsporum, Trichophyton y Epider-
mophyton (9).

Las investigaciones centradas en B. utile
son practicamente escasas. Ferrari et al.
(2005) determinaron la presencia de iso-
flavonas en la corteza de las raices de B.
utile, destacando la actividad del hidrato
de isowigteona, compuesto que demostro



una significativa toxicidad in vitro sobre
las lineas celulares MCF-7 (carcinoma
humano de pecho) y PC3 (carcinoma hu-
mano de prostata) (2). No obstante, no
se han registrado estudios fitoquimicos
ni de actividad biologica del latex de B.
utile, considerando que son multiples las
utilidades que le han sido atribuidas en la
medicina tradicional. Por ello, teniendo
en cuenta que, a nivel de la fisiologia ve-
getal, el latex ejerce un efecto protector
contra agentes invasores externos como
bacterias y hongos, la presente investiga-
cion se ha centrado en la determinacion
cualitativa de los metabolitos de este exu-
dado vegetal y la evaluacion de sus acti-
vidades antimicrobiana y antifiingica.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Para la realizaciéon de este estudio se
emplearon 2000 ml de latex de la planta
Brosimum utile. La muestra vegetal fue
obtenida de la Amazonia ecuatoriana,
en la provincia de Sucumbios, ciudad
de Lago Agrio, zona situada a una alti-
tud de 300 metros sobre el nivel del mar
(m.s.n.m) y con una temperatura prome-
dio anual de 25 a 29 °C.

Pruebas preliminares del latex

Con el objetivo de estandarizar las con-
diciones iniciales del latex, se analizaron
las caracteristicas organolépticas y fisi-
cas de este: coloracion, textura, aspecto,
olor, sabor y pH. Ademas, se hicieron
pruebas de solubilidad con diferentes
solventes (metanol, etanol y agua) para
determinar cual es el solvente que retne
las caracteristicas adecuadas para reali-
zar la extraccion de alcaloides.

Tamizaje fitoquimico

Para la determinacion de los principales
grupos fitoquimicos presentes se reali-
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zaron los ensayos de caracterizacion: Sudan, catequinas,
resinas, Fehling, Baljet, Liebermann-Buchard, FeCl,
espuma, Borntrager, Shinoda, hidroxamato férrico, Dra-
gendorff, Wagner, Mayer, mucilagos y principios amar-
gos (10).

Obtencion del extracto alcaloidal

La obtencion del extracto alcaloidal se realizo mediante
dos métodos, con el fin de determinar el protocolo que
permita un rendimiento de extraccion superior. En el pri-
mer protocolo se mezclo agua acidulada (H,SO, 2 %) con
el latex, agitando vigorosamente y se procedi6 a filtrar.
Al filtrado obtenido se le afnadio éter etilico para eliminar
las materias neutras solubles en este solvente (ceras, mu-
cilagos, grasas, etc.), y se repitio la filtracion. El filtrado
acido obtenido fue basificado con NH,OH hasta pH 9 y
sometido a una extraccion exhaustiva de los alcaloides
utilizando cloroformo. Finalmente, el extracto clorofor-
mico se concentro al vacio a temperatura de ebullicion
del solvente (40 °C) hasta eliminacion total del solvente
de extraccion. Para su conservacion, se reconstituyo en
metanol hasta el momento de su uso.

En el segundo procedimiento de extraccion, se diluy¢ el
latex con metanol y se refrigeré durante 10 minutos con
el fin de estabilizar la muestra y obtener un filtrado de ca-
racteristicas homogéneas y coloracion semitransparente.
A continuacion, se filtré la mezcla y la solucion resul-
tante fue acidulada con H,SO, al 2 %, hasta llegar a pH
1. El filtrado acido se recogid y fue tratado con NH,OH
concentrado hasta pH 9. El producto fue sometido a ex-
traccion con cloroformo para purificar la fraccion alca-
loidea y el extracto fue concentrado mediante rotavapor
a presion reducida.

Cromatografia en capa fina

Para realizar la cromatografia en capa fina del extracto
de alcaloides obtenido, se activo la placa de Silica gel
60 F254 con KOH 0,1 M disuelto en metanol. Como
fase movil se utilizé una mezcla de metanol y amoniaco
(10:0,15). El revelado y observacion se llevaron a cabo
con reactivo de Dragendorff y luz ultravioleta (254 nm),
respectivamente (11).

Actividad antimicrobiana
Se utilizaron cepas estandarizadas de Staphylococcus aureus

ATCC 1025, Escherichia coli ATCC 3522, Klebsiella pneu-
moniae ATCC 1224 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 1652.
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Se prepar6 un inoculo de microorganismos que cumplia
el estandar de turbidez McFarland 0,5 (1,5x108 ufc/ml).
Para el estudio de la actividad antimicrobiana se emple6
el Método de Mitscher, usando como medio de creci-
miento agar Mueller Hinton, y extracto total de alcaloi-
des reconstituido en metanol a diferentes concentracio-
nes (200, 500, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 y 2000 pg/
ml), con el fin de determinar la concentracion minima
inhibitoria (CMI). Para cada concentracion de estudio se
realizaron tres repeticiones. El control positivo fue sulfa-
to de gentamicina. Empleando el asa de cultivo, se inocu-
16 el microorganismo siguiendo un patron radial en cada
caja de Petri desde el centro hacia el borde sin topar las
paredes; se incub6 durante 24 horas y, finalmente, se pro-
cedid a la lectura de los cultivos. Los resultados fueron
clasificados como: A = activo (no existe crecimiento); P
= parcialmente activo (poco crecimiento); I = inactivo
(existe crecimiento) (12).

Actividad antifungica

Se utilizaron cepas estandarizadas de los dermatofitos
Trichophyton rubrum ATCC 1825 y Epidermophyton
floccosum ATCC 3562. Se prepard un inoculo de mi-
croorganismos que cumplia el estdindar de turbidez Mc-
Farland 0,5 (1,5x108 ufc/ml). Para el estudio de la acti-
vidad antifungica, se emple6 el método de difusion en
disco (13-14), de manera que se inocul6 el hongo en la
superficie del agar y, a continuacion, se depositoé un dis-
co de papel cargado con concentraciones conocidas de

Numero 18 Vol. 2 (2017)

extracto (1600 y 2000 ug/ml). Para cada
concentracion de estudio se realizaron
tres repeticiones. Se utilizd como con-
trol positivo fluoconazol. Los cultivos
fingicos se incubaron durante siete dias
a temperatura ambiente y se observo la
ausencia, presencia y tamano del halo de
inhibicion. Dependiendo del tamafo de
la zona de inhibicion (didmetro de ha-
los) se realiz6 la siguiente clasificacion:
hongos sensibles, resistentes, interme-
dios o indeterminados.

RESULTADOS Y DISCUSION

El latex present6 una coloracidon cremo-
sa, textura pegajosa, aspecto grumoso,
olor ligeramente acido, sabor picante y
un pH 4,25. El metanol solubilizé ade-
cuadamente al latex, ya que no se for-
maron grumos y la solucién fue mas ho-
mogénea, incrementandose la velocidad
y rendimiento de la filtracion.

En la tabla 1, se observan los resultados
obtenidos a partir del tamizaje fitoqui-
mico del latex de Brosimum utile. En
primer lugar, el extracto etéreo mostrd
resultados positivos en Lieberman-Bu-
chard, lo que indica la presencia de tri-

Pruebas Extracto etéreo Extracto alcohoélico Extracto acuoso Metabolitos identificados
Sudan +) Grasas
Catequinas ) Catequinas
Resinas (+++) Resinas
Fehling (-) (-) Azucares reductores
Baljet ©) -) ) Lactonas
Libermann-Buchard (++) () ) Triterpenos, esteroides
FeCl, (-) (-) Fenoles
Espuma ) Saponinas
Bontrager (-) (-) Quinonas
Shinoda (-) (-) Flavonoides
Hidroxamato férrico -) Cumarinas
Dragendorff () ) (++) Alcaloides
Mayer ) (-) (++) Alcaloides
Wagner ) (-) ++) Alcaloides
Mucilagos ) Mucilagos
Principios amargos ) Astringente

Tabla 1. Tamizaje fitoquimico del latex de Brosimum utile



terpenos y esteroides. Ademas, el resul-
tado positivo en las pruebas de Sudan
indica la existencia de grasas y aceites.
El resultado positivo para Mayer fue el
primer indicio de que el extracto conte-
nia alcaloides. En el extracto alcohdlico
se observaron resinas y saponinas. En
el extracto acuoso se evidencio la pre-
sencia de resinas; ademas se confirmo la
presencia de alcaloides, mediante resul-
tados positivos en los ensayos de Dra-
gendorff, Mayer y Wagner.

Dentro de los metabolitos identificados,
cabe destacar la importancia de las resi-
nas, polimeros muy complejos propios
de los exudados de arboles tropicales,
producidos por estas especies como
sustancias protectoras frente a ciertos
parasitos vegetales (15). Por otro lado,
es importante considerar la presencia de
terpenos y alcaloides, metabolitos con-
siderados como fitoalexinas; es decir,
compuestos quimicos vegetales presen-
tes ante una infeccion microbiana. (16-
17). Las fitoalexinas se encuentran en
pequefias cantidades en las plantas sa-
nas, pero aumentan su concentracion en
presencia de dafios producidos por pato-
genos como hongos, bacterias , virus u
otros factores como fungicidas, sales de
metales pesados, rayos UV, altas tempe-
raturas y lesiones superficiales (18).
Utilizando el primer protocolo de ex-
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traccion de alcaloides (véase apartado Material y méto-
dos) se obtuvo un rendimiento de 0,25 mg por cada mi-
lilitro de latex respecto al método de mezcla inicial con
agua acidulada, con el cual se alcanzaron 0,18 mg/ml;
siendo mayor el rendimiento cuando se utilizdo metanol
como primer solvente de extraccion. Se observa que el
rendimiento de extraccion de alcaloides a partir de latex
de B. utile es bajo, probablemente debido a que el la-
tex, por su naturaleza, presenta gran cantidad de resinas
y gomas, lo que podria enmascarar diversos compuestos
e impedir su extraccion.

En la cromatografia en capa fina de ambos extractos se-
gun las condiciones descritas, se obtuvo una Relacion de
frentes (Rf) con un valor de 0,33. Un estudio fitoquimi-
co previo del latex de Brosimum acutifolium identifico
el alcaloide 5-hidroxi-triptamina (bufotenina), compues-
to psicotropico usado en la meseta de la Guyana como
alucindgeno (19). El valor de Rf obtenido en el extracto
de alcaloides de B. utile (0,33) resulté muy similar al de
bufotenina reportado por Moffat et al. (Rf = 0,35) (11),
lo cual podria indicar la posible presencia de alcaloides
similares a bufotenina, considerando que ambas especies
pertenecen al mismo género y se encuentran muy rela-
cionadas filogenéticamente. No obstante, son necesarias
futuras investigaciones para identificar las estructuras de
los alcaloides presentes en el latex de B. utile.

De acuerdo con los datos expresados en la tabla 2, se
puede observar que, para el rango de 200 a 1500 pg/ml
de concentracion del extracto de alcaloides no existio ac-
tividad antibacteriana. Se observa inhibicion del creci-
miento bacteriano a partir de concentraciones por encima
de 1600 pg/ml, valor fijado como concentracion minima
inhibitoria de S. aureus ATCC 1025, E. coli ATCC 3522,

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (ng/ml) 200 | 500 | 1000 | 1200 | 1400 | 1500 | 1600 | 1800 | 2000
Staphylococcus aureus ATCC 1025 I I I I I 1 A A A
Escherichia coli ATCC 3522 I I I I I I A A A
Klebsiella pneumoniae ATCC 1224 1 I I I I 1 A A A
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1652 1 I | I 1 1 A A A

A= extracto activo (no existente crecimiento bacteriano) ; I= extracto inactivo (existe crecimiento bacteriano),
Control positivo (sulfato de gentamicina): CMI = 25 pg/mL

Tabla 2. Actividad antibacteriana del extracto alcaloidal de Brosimum utile después de 24 horas de incubacion

FORMACION HALOS DE INHIBICION (mm) | Extracto 1600 pg/mL | Extracto 2000 pg/mL Control Positivo
(fluoconazol) 1 pg/mL

Trichophyton rubrum 19,52 +0,50 19,16+0,28

Epidermophyton floccosum 17,40 £0,52 19,34+0,40

Tabla 3. Actividad antifungica del extracto de alcaloides de Brosimum utile después de siete dias de incubacién
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K. pneumoniae ATCC 1224 y P. aeruginosa ATCC 1652.
Para el control positivo (sulfato de gentamicina) se deter-
min6 una CMI de 25 pg/ml.

Como se observa en la tabla 3, a una concentracion de
2000 pg/mL de extracto alcaloidal existe inhibicidon del
crecimiento de las dos especies de hongos dermatofitos;
formandose halos de inhibiciéon de 19,52+0,50 mm para
Trichophyton rubrum y de 17,4+0,52 mm para Epider-
mophyton floccosum. Estos valores indican que ambas
especies de hongos son susceptibles ante la presencia
del extracto alcaloidal del latex de B. utile a una concen-
tracion de 2000 pg/mL. Para fluconazol (control positi-
vo) se observd una CMI de 1 ug/mL, y halos de inhibi-
cion de 19,16+0.28 mm para Trichophyton rubrum y de
19,34+0,40 Epidermophyton floccosum.

Existen pocos estudios de la actividad antimicrobiana de
especies del género Brosimum. Bussmann (20) y Aguila
(21) realizaron de forma independiente estudios de acti-
vidad antibacteriana del extracto etandlico de la corteza
del tronco de Brosimum rubescens frente a Staphylococ-
cus aureus, obteniendo valores de CMI de 2000 pg/ml y
4000 pg/ml, respectivamente; de manera que se puede
observar que el extracto alcaloidal del latex de B. utile
resulta ser un tanto mas activo frente a esta bacteria pato-
gena en relacion a B. rufescens.

El hecho de que no exista proliferacion de microorganis-
mos a determinadas concentraciones de alcaloides podria
deberse a que estos metabolitos secundarios provocan
efectos citotoxicos, inhibiendo la sintesis de acidos nu-
cleicos, alterando la homeostasis celular o afectando a
nivel de las membranas celulares (22).

CONCLUSIONES

El latex de B. utile present6 terpenos, saponinas, gomas,
grasas, resinas y alcaloides. Es importante destacar que la
presencia de terpenos y alcaloides, ejercen funcion pro-
tectora frente a microorganismos.
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Las actividades tanto antibacteriana
como antifingica del latex de B. utile
son destacables y las concentraciones
minimas inhibitorias obtenidas sugie-
ren el posible futuro desarrollo de for-
mulaciones antibidticas y antifingicas.
Ademas, este estudio es un aporte sig-
nificativo teniendo en cuenta que mun-
dialmente se ha descrito un importante
incremento de infecciones bacterianas
debido a la resistencia que generan los
microorganismos frente a los antibidti-
cos convencionales.

Futuras investigaciones deberian cen-
trarse en identificar y aislar los com-
puestos presentes en el extracto eva-
luado de B. utile y ensayar su actividad
antimicrobiana in vivo, con el proposito
de desarrollar nuevos productos fitofar-
macéuticos, que permitan el desarrollo
econdmico de comunidades amazonicas
a través del aprovechamiento sostenible
de la especie estudiada.
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