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RESUMEN

Introduccidn: las infecciones gastrointestinales son una amenaza para el sistema de
salud a nivel mundial, es por ello que se buscan alternativas frente a la resistencia
bacteriana a partir de moléculas bioactivas procedentes de plantas usadas en la medicina
ancestral. Objetivo: determinar la actividad antimicrobiana frente a bacterias
gastrointestinales y caracterizar fitoquimicamente los extractos de las hojas y latex de
Brosimum utile. Métodos: se realizaron extracciones de metabolitos de las hojas y del
latex de B. utile. La actividad antimicrobiana se evalud frente a nueve bacterias
gastrointestinales usando la técnica de difusibn en agar y concentracibn minima
inhibitoria con resazurina. Adicionalmente, se evalud la posible existencia de sinergismos
entre antibiéticos comerciales con los extractos activos. Se realizaron ensayos de
tamizaje fitoquimico, cuantificaciéon de fenoles, flavonoides, alcaloides y captacion de
radicales libres con DPPH. Resultados: todas las bacterias fueron susceptibles a los
extractos de alcaloides del latex; en cambio, los extractos cloroférmico y metandlico de
las hojas solo inhibieron el crecimiento de Listeria monocytogenes. Los extractos de
alcaloides presentaron accién sinérgica con la amoxicilina frente a Enterococcus faecalis.
La evaluacién fitoquimica demostro la presencia de fenoles, flavonoides, acidos grasos,
alcaloides, quinonas y terpenos. Los extractos de alcaloides presentaron mayor actividad
antioxidante y posiblemente protegen la capa interna del estbmago del estrés oxidativo
(actividad gastroprotectora). Conclusiéon: los extractos de alcaloides del latex
presentaron actividad antibacteriana significativamente mayor y una accion sinérgica con
la amoxicilina, asi como una mayor presencia de componentes fitoquimicos y una
actividad antioxidante mas destacable en comparacion a los extractos de hojas.

Palabras claves: Arbol de sande, Bacterias gastrointestinales, Listeria, Salmonella,
Shigella.



ABSTRACT

Introduction: gastrointestinal infections are a threat to the health system worldwide,
which is why alternatives are sought against bacterial resistance from bioactive molecules
from plants used in ancestral medicine. Objective: to determine the antimicrobial activity
against gastrointestinal bacteria and to characterize phytochemically the extracts of the
leaves and latex of Brosimum utile. Methods: extractions of metabolites from the leaves
and latex of B. utile were performed. The antimicrobial activity was evaluated against nine
gastrointestinal bacteria using the agar diffusion technique and minimum inhibitory
concentration with resazurin. Additionally, the possible existence of synergisms between
commercial antibiotics with the active extracts was evaluated. Phytochemical screening
tests, quantification of phenols, flavonoids, alkaloids, and free radical uptake were
performed with DPPH. Results: all the bacteria were susceptible to the latex alkaloid
extracts; instead, the chloroform and methanolic extracts of the leaves only inhibited the
growth of Listeria monocytogenes. The alkaloid extracts presented synergistic action with
amoxicillin against Enterococcus faecalis. The phytochemical evaluation demonstrated
the presence of phenols, flavonoids, fatty acids, alkaloids, quinones and terpenes. The
alkaloid extracts showed higher antioxidant activity and possibly protect the inner layer of
the stomach from oxidative stress (gastroprotective activity). Conclusion: the alkaloid
latex extracts presented significantly higher antibacterial activity and a synergistic action
with amoxicillin, as well as a greater presence of phytochemical components and a more
remarkable antioxidant activity compared to the leaf extracts.

Keywords: arbol de sande, Gastrointestinal bacteria, Listeria, Salmonella, Shigella.



INTRODUCION

Las infecciones gastrointestinales se caracterizan por dos entidades clinicas
diferenciadas: infeccion gastrica producida por Helicobacter pylori y gastroenteritis.
Helicobacter pylori, es el agente infeccioso causante de gastritis cronica. En cambio, la
gastroenteritis es una enfermedad que se caracteriza principalmente por presentar
diarrea, vomito, fiebre y dolor abdominal. Los agentes causales de la gastroenteritis son
virus, bacterias, parasitos y hongos, quienes producen inflamacién de la mucosa géstrica
e intestinal.? En esta investigacion nos enfocamos en bacterias que producen
enfermedades y generan preocupacion a nivel mundial como la salmonelosis, shigelosis

y listeriosis.

Solo la salmonelosis cada afio causa alrededor de 93,8 millones de casos de infeccion,
del cual, 15500 se derivan en mortalidad.® La shigelosis produce 80 millones de casos de
diarrea y 700 muertes, de estos el 60% de la mortalidad ocurren en nifios menores de 5
afos.* Los listeriosis genera 1600 casos cada afio con 260 defunciones.® Otros agentes
bacterianos que ocasionan infecciones gastrointestinales en menor grado son
Staphylococcus aureus, que se conoce mayormente por causar infecciones en la piel y
el tracto respiratorio superior® y Enterococcus faecalis, causante de infecciones

genitourinarias y gastrointestinales.’

Los antibitticos constituyen el tratamiento para combatir infecciones bacterianas. Sin
embargo, el uso indiscriminado y mal uso de los antimicrobianos han incrementado el
aparecimiento de bacterias resistentes dificultando la eficiencia de los tratamientos,
incrementando los costos de hospitalizacion, morbilidad y mortalidad de los pacientes.®
La Organizacion Mundial de la Salud menciona que la resistencia microbiana es una
amenaza mundial, dado que puede afectar a los individuos sin importar la edad o el pais

de origen.*°

Los compuestos quimicos procedentes de las plantas medicinales son una fuente de
productos naturales con actividad antimicrobiana. Ejemplo de ellos lo constituye la
galangina, el cual es un flavonoide con actividad antibacteriana contra bacterias Gram
positivas y fue aislado de las raices de Helichrysum aureonitens. Asi también nos
encontramos a la piperina, alcaloide con actividad antibacteriana y antifungica aislada de

Piper nigrum,10-13



Brosimum utile (Kunth) Pittier es un arbol nativo que pertenece a la familia Moraceae y
comunmente es conocido como arbol de sande o sandy. Dentro de la nacionalidad cofan
utilizan el latex del arbol como medicina ancestral por sus propiedades gastroprotectora,
antidiarreica, y astringente.'* Investigaciones han demostrado que los extractos de latex
de Brosimum utile presentan alcaloides y poseen propiedades antibacterianas y
antifingicas contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Psudomona spp., Klebsiella

spp., Thichopyton rubrum, Epidermophyton floccosum y Candida albicans.*

El latex es un fluido lechoso producido por estructuras secretoras complejas denominas
laticiferos, que se encuentran en una amplia variedad de plantas.® El cual puede exhibir
moléculas que son responsables de la actividad antimicrobiana como proteinas,
metabolitos secundarios e inclusive péptidos antimicrobianos. Esté fluido puede
presentar varios colores de acuerdo a la especie, desde blanco lechoso a amarillento,

naranja a marrén e incluso incoloro.®

Se ha reportado que los extractos de latex presentan moléculas con actividad
antioxidante como el maltol y el acido butanico.!” Ademas, los extractos de las plantas
lactiferas poseen la capacidad de capturar radicales libres.!® La actividad antioxidante del
latex es importante destacar porque algunos agentes antioxidantes como el &cido

ascorbico tienen efecto protector sobre la mucosa gastrica.*®

Nuestro propésito es determinar la actividad antimicrobiana frente a bacterias
gastrointestinales de importancia clinica y caracterizar fitoquimicamente los extractos de

las hojas y latex de Brosimum utile (Kunth) Pittier.

MATERIALES Y METODOS

Obtencidén de las hojas y latex del arbol de sande

El material vegetal fue colectado en la comunidad Guambula del canton Archidona (S
00°53.949" y W 077°50.265"). Se recolectaron hojas maduras y 2 L de latex crudo del

arbol de sande haciendo un corte en V en el tallo.



Extraccion solido-liquido (Soxhlet) de metabolitos de las hojas

Las hojas recolectadas se lavaron con agua destilada y se secaron al ambiente por cuatro
horas. Luego, se mantuvieron en la estufa a 37 °C por 72 horas y se trituraron hasta
obtener un polvo fino. Un total de 10 g del polvo seco se extrajeron con el equipo Soxhlet
con 300 mL de metanol durante 48 horas. El extracto se concentrd en un rotaevaporador
y se mantuvo a 4 °C hasta su posterior andlisis. EI mismo procedimiento se repitié para

los extractos con cloroformo y hexano.

Extraccion liguida- liquida de metabolitos del latex

Para la extraccion de metabolitos del latex se usaron dos protocolos estandarizados y se
emplearon diferentes solventes para eliminar las sustancias neutras presentes en el latex,
tales como ceras, mucilagos y gomas, que podrian afectar la solubilidad de los extractos
en los ensayos de actividad biolégica.

Obtencion de los extractos del latex mediante fraccionamiento con solventes

Se realizé una primera extraccion de metabolitos de latex. Se macer6 durante 24 horas
500 mL de latex con 500 mL metanol en una botella y se filtrd. El producto de la filtracién
se rotaevaporar6 a 40 °C hasta eliminar el metanol. Seguidamente, la solucion restante
se extrajo con 250 mL de hexano. La fase organica se concentré en un rotaevaporador y
la fase acuosa se mezcl6 con 125 mL metanol y 125 mL de agua. Después, se agregaron
250 mL de éter dietilico. Las fases etérea y metandlica se concentraron por separado.
Seguidamente, se mezclaron 350 mL de acetona con el residuo gomoso de la filtracion

obtenida previamente. La fase acetonica se concentr6 hasta su sequedad.?°

Obtencion de los extractos de alcaloides de latex

Por otro lado, se realiz6 una la extraccion de alcaloides. Primero, se mezclaron 500 mL
metanol con 500 mL de latex y se filtr6. El residuo con textura gomosa y coloracion
lechosa se descart6 y el filtrado se acidific6 con agua acidulada hasta un pH de 1.
Nuevamente, se filtré y el producto acido se alcalinizé con una solucion de hidroxido de
sodio al 50% (m/v) hasta un pH de 9. Seguidamente, la solucion resultante se extrajo con
250 mL cloroformo. La fase organica se concentré en un rotaevaporador. Por otra parte,
se mezclaron 500 mL de agua acidulada con 500 mL latex. La solucién fue filtrada y al
producto de la filtracidén se afiadieron 150 mL de éter dietilico, se mezcld y se dejo reposar

por 10 min. A continuacion, se filtré y el producto fue alcalinizado con hidréxido de sodio
5



hasta un pH de 9. Se extrajo con 250 mL cloroformo y se concentr6 en un

rotaevaporador.4

Obtencion del extracto acuoso de latex

Se mezclé 500 mL agua destilada con 500 mL latex, se filtré y el producto resultante se

liofilizo.

El célculo del rendimiento de extraccion se realiz6 mediante la siguiente ecuacion:

Masa del extracto seco
100

% rendimiento = *
Masa seca de la muestra

Ensayos antimicrobianos
Cepas bacterianas

Se evalud la actividad antimicrobiana sobre cinco bacterias Gram negativas: Shigella
flexneri ATCC 12022, Shigella sonnei ATCC 25931, Shigella boydii ATCC 9207,
Escherichia coli ATCC 29213 y Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
o Salmonella Typhimurium y cuatro bacterias Gram positivas: Listeria monocytogenes;
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus multirresistente (resiste a
ceftazidima, cefoxitina, azitromicina y tigeciclina) y Enterococcus faecalis. Los
microorganismos fueron donados por el laboratorio de microbiologia de la Escuela de
Ciencias Biologicas de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, el Instituto de
Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito y el Laboratorio de Biologia
Molecular y Bioquimicas de la Universidad Regional Amazoénica lkiam. Las bacterias
fueron confirmadas mediante identificacion fenotipica (tincion Gram) y pruebas

bioquimicas.

Suspensién estandarizada de colonias

Se sembraron las bacterias en Agar Mueller Hinton (MHA) y se colocaron en la
incubadora a 37°C por 18 horas. Transcurrido el tiempo, se tomaron colonias aisladas de
los cultivos y fueron suspendidas en caldo Mueller Hinton (MHB). Seguidamente, se us6
un espectrofotémetro con una longitud de onda de 600 nm y se midi6 el valor de la

absorbancia de la suspension bacteriana previamente preparada que debié estar entre



un rango de 0,08 a 0,1 A; con la finalidad de llegar al 0,5 en la escala de McFarland (1x108
UFC/mL).

Ensayo de difusién en agar

Se inoculd la suspensién bacteriana (1x108 UFC/mL) en césped con un hisopo estéril
sobre MHA. Se realizaron tres perforaciones equidistantes de 4 mm de diametro con una
punta de micropipeta de 10-100 uL en el agar. A cada perforacién se colocaron 40 uL de
extracto (54,7 mg /mL disuelto en DMSQO). Como control negativo se emple6 DMSO. Una
vez difundido el extracto en el agar, se incubé por 18 horas a 37 °C.% Los halos de

inhibicion se midieron en mm.

Evaluacién de sinergismo

Para evaluar si los extractos activos tenian una accién sinérgica con la amoxicilina se
prepar6 una solucion homogénea de los extractos (54,7 mg/mL) con la amoxicilina (1
mg/mL disuelto en agua destilada). Se repitié el procedimiento del ensayo de difusién en
agar. Como control positivo se usé la amoxicilina. En el caso de S. aureus multirresistente

se utilizé gentamicina (1 mg/mL disuelto en agua destilada) como antibi6tico.

Concentracion minima inhibitoria y actividad bactericida

Los extractos que fueron activos en los ensayos de difusién en agar se procedieron a
realizar los ensayos de concentracion minima inhibitoria y actividad bactericida. La
suspensién bacteriana estandarizada (1x10® UFC/mL) se diluyé 1:100 en MHB
(10°UFC/mL). En la placa de 96 pocillos, se realizaron diluciones seriadas de los
extractos disueltos en DMSO desde 50 hasta 1,56 mg/mL. Seguidamente, se agregaron
30 pL de MHB, 10 pL de la suspensién bacteriana (1x10% UFC/mL) y 10 pL de resazurina
al 1% (m/v, disuelto en agua destilada estéril) en cada uno de los pocillos.?? Como control
de inhibicién se us6 amoxicilina (1 mg/mL) para las bacterias en general y gentamicina
(2 mg/mL) para S. aureus multirresistente y se realizaron seis diluciones seriadas mas un
control negativo con DMSO. Como controles de inocuidad y esterilidad se usaron los
extractos y MHB sin microorganismos. Las placas se incubaron a 37 °C en la oscuridad
durante 18 horas. Transcurrido el tiempo, se midi6 la fluorescencia a una A.yitqcisn de

520 NM Y Agmisisnde 590 nm usando un lector de micro placas.?®



Para determinar la accién bacteriostatica o bactericida, se inoculé 10 pL de los pocillos
que presentaron MIC (ensayo anterior) en MHA y a las 18 horas de incubacion se observé

el crecimiento (accién bacteriostatica) o no crecimiento microbiano (bactericida).

Caracterizacion Fitoguimica
Tamizaje fitoquimico preliminar

Los extractos de las hojas y el latex fueron sometidos a ensayos fitoquimicos cualitativos
para detectar la presencia de fenoles, flavonoides, terpenos, acidos grasos, quinonas y

alcaloides.

Prueba para fenoles: 100 mg de la muestra se hirvié con 4 mL de agua destilada y se
filtr6. Al filtrado se afiadieron 5 gotas de tricloruro de hierro al 0,1 % (m/v). La coloracion
verde pardoso o negro azulado de la muestra mostré la presencia de compuestos

fenolicos.

Prueba para flavonoides: Se afadieron 5 gotas de amoniaco al 1% (v/v) a la muestra

diluida en metanol. La coloracion amarillo intenso indicé la presencia de flavonoides.

Prueba para Terpenos: 100 mg de la muestra se mezclaron con 2 mL cloroformo en un
tubo de ensayo. Posteriormente, se afadieron 3 mL de acido sulftrico. La formacion de

una interfase con tonalidad marrén rojiza mostro la presencia de terpenos.

Prueba para glucésidos cardiacos: Se agreg6é 1 mL de acido sulftrico en un tubo de
ensayo. Después, se afadio la muestra diluida en metanol. Seguidamente, se agregaron
2 mL de &cido acético glacial con 1 gota de tricloruro de hierro al 0,1% (m/v). Finalmente,
se afiadié 1 mL de acido sulfdrico. La formaciéon de un anillo de color marrén indicé la

presencia de glucésidos cardiacos.

Prueba para Acido graso: En un tubo de ensayo, se mezclaron 100 mg de la muestra
con 3 mL de la solucién del reactivo de Sudan al 1% (m/v, disuelto en metanol). La
aparicion de una pelicula de color rojo en las paredes del tubo mostré la presencia de

acidos grasos.



Ensayo para Quinonas: 100 mg del extracto se mezclaron con 1 mL de cloroformo.
Después, se agregd 1 ml de hidréxido de potasio al 5% (m/v) y se dejo en reposo durante

5 minutos. La formacién de una tonalidad rosada indico la presencia de quinonas.

Ensayo para Alcaloides: Se mezclaron 100 mg del extracto con 1 mL de metanol y se
filtr6. Al filtrado se le agreg6 1 mL de HCI al 1% (v/v). Después, se afiadieron 5 gotas del
reactivo de Dragendorff. La aparicion de un precipitado con tonalidad rojo- anaranjado
indico la presencia de alcaloides.?*%°

Determinacién del contenido de fenoles, flavonoides y alcaloides totales
mediante espectrofotometria UV-Vis

La cuantificacion de fenoles, flavonoides y alcaloides totales se realiz6 con aquellos

extractos que fueron activos en los ensayos antimicrobianos.

Cuantificaciéon de fenoles totales

Los extractos se diluyeron en 10 mL de agua desionizada y se centrifugaron a 4000 rpm
por 10 minutos. Se tom6 1 mL de la muestra y se agregaron 40 yL del reactivo Folin
Ciocalteu y 860 uL de agua desionizada, se homogeniz6 en el vortex y se dejé reposar 5
minutos en la oscuridad. Pasado el tiempo, se agregaron 100 pL de carbonato de sodio
al 7% (m/v) y 1 ml de agua desionizada. Se dej6 bajo incubacién durante 1 hora en
oscuridad. La curva de calibraciébn se prepar6 con acido gdlico disuelto en agua
desionizada en concentraciones de 50 a 250 pg/ml. El blanco se prepar6 sin el acido
galico. La absorbancia se midié en un espectrofotobmetro de UV-Vis a 430 nm. El
contenido de compuestos fendlicos totales se expresé en g de acido galico por mg de

extracto seco.?®

Cuantificacion de flavonoides totales

Se diluyeron los extractos en 10 mL de metanol y se colocaron en una centrifugadora a
4000 rpm durante 10 minutos. Después, se mezclaron 1 mL de la muestra con 1 mL de
tricloruro de aluminio al 2% (m/v) y sé incubaron en la oscuridad por 10 min. La curva de
calibracion se prepar6 con la quercetina disuelta en metanol en concentraciones de 3-12
pug/mL. Los blancos para las muestras y para cada punto de la curva de calibraciéon se

prepararon sin tricloruro de aluminio. La absorbancia se midi6 en un espectrofotometro a



438 nm. EIl contenido de flavonoides totales se expresé en g de quercetina por mg de

extracto seco. %’

Cuantificaciéon de alcaloides totales

Los extractos se diluyeron en 10 mL de agua desionizada y se centrifugaron a 4 000 rpm
durante 10 minutos. En un tubo, se colocaron 1 mL de la muestra, 2,5 mL de tampon
fosfato al 3,4% (m/v), 2,5 mL de verde de bromocresol al 0,07% (m/v) disuelto en agua
desionizada y 5 mL de cloroformo. El tubo de ensayo se coloco en el vértex por 1 miny
se centrifugé a 2000 rpm durante 3 minutos. Luego, se recolecto la fase organica. La
curva de calibracibn se prepard con atropina disuelta en agua desionizada en
concentraciones de 4-24 ug/mL. El blanco se preparé sin atropina con el mismo
procedimiento. La absorbancia se midié en el espectrofotdmetro a 415 nm. El contenido

de alcaloides totales se expresé en g de atropina por mg de extracto seco.?®

Ensayo de captacion de radicales libres

Se realizé el ensayo de captacién de radicales libres para los extractos que fueron activos
en los ensayos antimicrobianos. Se preparo la solucion de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) al 0,13% (m/v) disuelto en etanol al 96% (v/v). Los extractos y el &cido ascérbico
(estandar) fueron disueltos en etanol al 96% y se prepararon 5 diluciones seriadas en un
rango de 100 hasta 6,25 ug/mL. En una micro placa de 96 pocillos, se mezclaron 195 L
de la muestra o acido ascorbico con 5 uL de DPPH. Posteriormente, se mantuvieron en
la oscuridad durante 30 minutos. Se uso el etanol al 96% como control. La absorbancia
se registré con un lector de placas a 490 nm.?82° La eliminacion de radicales libres DPPH

se determind con la siguiente ecuacion:

Abs control — Abs muestra

%DPPH = 100
% Abs control *

Analisis estadistico
Los ensayos cuantitativos se realizaron por triplicado y se presentdé como promedio *

desviacion estandar. El andlisis estadistico se hizo en el software R con el estadistico

ANOVA bidireccional con 95% de limite de confianza.

10



RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de los extractos de las hojas

El rendimiento de la extraccion depende de la interaccion intermolecular entre el solvente
y las moléculas a extraer, que a su vez esta relacionada con la polaridad de ambas
especies.®® La Tabla 1 evidencia el rendimiento de los extractos de las hojas,
demostrando que el metanol y el cloroformo presentaron mayor porcentaje de extraccion,
en comparacion al hexano. Los extractos de la Tabla 1 fueron sometidos a temperaturas
equivalentes al punto de ebullicion del solvente durante varias horas debido al uso del
método de extraccion Soxhlet. Como resultado de este proceso, es posible que haya
ocurrido una descomposicién térmica de cualquier molécula termolabil, lo que

posiblemente puede afectar la actividad bioldgica de los extractos.3!

Tabla 1. Rendimiento de los extractos de las hojas de arbol de sande.

Extracto Rendimiento (%)

Hexano 1,942 + 0,134

Metanol 10,450+ 0,282
Cloroformo 6,210 = 0,464

Realizado: Sillagana-Verdezoto, 2023.

Rendimiento de los extractos de latex

Los datos de la Tabla 2 muestran el rendimiento de la extraccion del latex. El extracto de
acetona evidencia una tonalidad ligeramente amarilla con una consistencia bastante
pegajosa, a su vez, presentd un mayor rendimiento de extraccion debido a que la acetona
es un disolvente polar y extrae principalmente resinas que presenta compuestos como:
triterpenos, alcaloides, acidos grasos y compuestos solubles en acetona.® En la
extraccion de alcaloides, los extractos de metanol y éter presentaron un rendimiento de
16,98 y 9,95 % respectivamente. Acosta y colaboradores (2017) reportaron rendimientos
de extraccién de 25 y 18 % para los extractos de alcaloides con metanol y éter
respectivamente,!* posiblemente estas diferencias se deben a la naturaleza del latex,
estado de maduracion del espécimen vegetal, las condiciones de recoleccion y

extraccion.
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Tabla 2. Rendimiento de los extractos de latex de arbol de sande.

Extractos Rendimiento
Crudo -
Acuoso 3,601 + 0,058
Hexano 0,913 + 0,008
Acetona 40,458 + 0,234
Eter 3,780 + 0,297
Metanol 3,534 +£ 0,019
Metanol* 16,98 + 0,507
Eter* 9,95 + 0,041

Donde: *Extracto de alcaloides del latex.
Realizado: Sillagana-Verdezoto, 2023

Ensayos bioldgicos

Para confirmar la identidad de las bacterias se realizaron pruebas bioquimicas y de

tincion de Gram como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Identificacién bioguimica y fenotipica de las bacterias gastrointestinales
procedentes de aislados clinicos.

Bacteria Tincién Morfologia Agar kligler Agar

de Gram Sangre
KIA HS Gas

E. faecalis Positivo Coco X X X Gamma

S. aureus Positivo Coco X X X Beta

multirresistente

S. Typhimurium Negativo Bacilo K/A + - X
L. Positivo Bacilo X X X Beta
monocytogenes

Donde: + positivo, -negativo, k alcalino, A 4cido, x no se realiz6 la prueba.
Realizado: Sillagana-Verdezoto, 2023.

12



Actividad antibacteriana de los extractos del arbol de sande

Las plantas medicinales son una fuente de compuestos con actividad biol6gica que, a
pesar de los avances de la medicina quimica, siguen siendo un recurso importante de
medicina para muchos pueblos.®® Los resultados demostraron que hubo diferencias
significativas en los halos de inhibicién entre las bacterias (p < 0,005), pero no entre los
extractos (p > 0,005). L. monocytogenes resulté ser susceptible frente a los extractos de
cloroformos y metanol de las hojas presentando halos de inhibicion de 12,7 +0,533 mm
y 11,4 £0,533 mm respectivamente, mientras que las demas bacterias estudiadas no
presentaron halos de inhibicion frente a los extractos de hojas. Hasta el momento, no hay
reportes que demuestran que los extractos de las hojas de B. utile presenten actividad
antimicrobiana, sin embargo; los extractos de las hojas de plantas procedentes de la
familia Moraceae han demostrado que tiene actividad frente a diferentes

microorganismos, estos incluyen a bacilos Gram positivos.343°

Los extractos metandlico y etéreo provenientes de la extraccion de alcaloides de latex
fueron potencialmente activos frente a todas las bacterias estudiadas, de las cuales la
menos susceptible fue E. faecalis (Tabla 4). Segun Ahumada (2017) menciona que E.
feacalis es un microorganismo que ha generado resistencia intrinseca y adquirida a la
mayoria de antimicrobianos disponibles en el mercado.*¢ Por otro lado, L. monocytogenes
resultdé ser la mas susceptible a los extractos activos del latex, presentando halos de

inhibicion superiores a 14 mm (Tabla 4).

Tabla 4. Diametro de los halos de inhibicion de los extractos de alcaloides de latex del arbol
de sande frente a bacterias gastrointestinales.

Latex (54,7 mg/mL)

Bacteria
Metanol (mm) Eter (mm)
E. faecalis 9+0,92 10+0,92
S. aureus multirresistente 11,3+0,92 11,5+0,92
S. aureus 11,2+0,92 11+0,92
S. flexneri 12+ 0,92 13,5+ 0,53
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S. sonnei 11,1+ 0,92 12,8+ 0,92

S. boydii 11,1+ 1,06 12+ 0,92
E. coli 11,2+0,53 11,7+0,92
S. Typhimurium 11,6+0,53 12,7+0,92
L. monocytogenes 14,7+0,53 14,4+0,53

Realizado: Sillagana-Verdezoto, 2023.

Evaluacién de sinergismo

La sinergia implica la accién de una molécula en combinacién con otras de causar un
mayor efecto, que el producido por las moléculas de forma independiente.®” Se evidencié
que existe un sinergismo entre los extractos de alcaloides de latex (54,7 mg/mL) con la
amoxicilina (1 mg/mL) frente a E. faecalis, presentando halos de inhibicion de: 28 + 0.923
mm para el extracto metandlico con la amoxicilinay 30 = 0.923 mm para el extracto etéreo
con la amoxicilina en comparacion con los halos de: la amoxicilina (19 £ 0.876 mm),
extracto etéreo (10 = 0.786 mm) y extracto metandlico (9+ 0.923 mm). En cambio, S.
sonnei, S. boydii, S. flexneri, E. coli, S. aureus, S. aureus multirresistente, L.
monocytogenes y S. Typhimurium no presentaron una accion sinérgica. Posiblemente,
los extractos de alcaloides de latex potencializaron la actividad bactericida de la
amoxicilina, logrando una mayor actividad antimicrobiana frente a E. faecalis, esto puede
deberse a que hubo una inhibicion de la transpeptidacién (procesos de entrecruzamiento
en la sintesis de la pared celular) al unirse a las proteinas de unién de la amoxicilina, lo

que conlleva a la lisis de la pared celular y destruccién de la célula.®”-8

Concentracion minima inhibitoria y bactericida

Los extractos de hoja (cloroformo y metanol) presentaron valores de concentracion
minina inhibitoria (MIC) de 12.5 mg/mLy la concentracion minima bactericida (MBC) de
25 mg/mL frente a L. monocytogenes. En contraste, los extractos de alcaloides del latex
demostraron una actividad antimicrobiana mayor, con valores de MIC en un rango de
3,125 a 6,25 mg/mL y MBC entre 6,25 a 12,5 mg/mL (Tabla 5). Segun Acosta y
colaboradores (2017), reportaron que los extractos de B. utile presentaron actividad en
contra de E. coli y S. aureus;* sin embargo; el valor de MIC fue de 1,6 mg/mL, esta

diferencia de MIC podria deberse al método utilizado (método de Mistcher), el cual se
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basa en la determinacidn de la concentraciébn minima necesaria para inhibir el crecimiento
microbiano visible en un medio sélido. La interpretacion de los resultados obtenidos
mediante este método puede ser subjetivas y no siempre reproducible. Ademas, la
siembra en agar puede no garantizar una distribucién uniforme de la bacteria en el medio
de cultivo, lo que lo convierte en un método semicuantitativo que no proporciona una

medida exacta de MIC.%°

Tabla 5. Concentracién minima inhibitoria y bactericida de los extractos de alcaloides
del arbol de sande frente a bacterias gastrointestinales.

Latex Amoxicilina
*%
. . Metanol** Eter**
Microorganismos
MIC MBC MIC MBC MIC

E. faecalis 6,25 12,5 6,25 12,5 0,0312
S. aureus 3,125 6,25 3,125 6,25 0,0312*
multirresistente

S. aureus 3,125 6,25 3,125 6,25 0,0312
S. flexneri 6,25 12,5 3,125 6,25 0,0625
S. sonnei 6,25 12,5 3,125 6,25 0,0156
S. boydii 3,125 6,25 3,125 6,25 0,0156
E. coli 6,25 12,5 3,125 6,25 0,0312
S. Typhimurium 6,25 12,5 3,125 6,25 0,0156
L. monocytogenes 3,25 6,25 3,25 6,25 0,0019

Donde: * Gentamicina, ** las unidades del MIC y MBC son mg/mL.
Realizado: Sillagana-Verdezoto, 2023.

Los datos obtenidos revelan que las bacterias Gram negativas son mas susceptibles a
los extractos de alcaloides del latex en comparacion con las Gram positivas, a excepcion
de L. monocytogenes, que es un bacilo Gram positivo. Esto esta correlacionado con el

estudio de Hernandez y colaboradores (2017), quienes demostraron que los extractos
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del latex de Jatropha neopauciflora Pax fueron mas activos frente a bacterias Gram
negativas*’. Las bacterias Gram negativas y positivas comparten organelas en comun,
como ribosomas, citoplasma y nucleoide, por lo que la susceptibilidad de las Gram
negativos frente a los extractos de alcaloides posiblemente no esta relacionada con la
inhibicién de procesos en dichas organelas. En cambio, la membrana, la pared celular y
las bombas de eflujos son estructuras que diferencian a estos dos tipos de bacterias. Las
bacterias Gram negativas poseen una pared celular delgada menor a 10 nm, mientras
que las Gram positivas tienen una pared mas gruesa de 20 a 80 nm.** Las bombas de
eflujos son proteinas de transporte implicada en la extraccion de sustratos toxicos, estan
presentes en algunas especies y reconocen un gran numero de compuestos
farmacolégico.*? Es asi que posiblemente la actividad de los extractos esta relacionada
con la afinidad que poseen para unirse a los peptidoglicanos y polisacaridos presentes
en la pared y membrana externa celular, y también a la inhibicion de las funciones de las
bombas de eflujo de las Gram negativas. Otros autores, como Alvarado (2020), proponen
que las bacterias Gram negativas son mas susceptibles debido a que los extractos
fendlicos pueden difundirse pasivamente por la membrana externa bacteriana, sin tener
contacto con los mecanismos de defensa de los antibi6ticos convencionales y actuar al
nivel del citoplasma.*®* Los mecanismos de inhibicion de los compuestos activos
presentes en los extractos no son claraos, por lo que se necesitan mas investigaciones

para obtener una comprensiéon detallada.

Analisis de la caracterizacion fitoquimica
Tamizaje fitoquimico

En general, los componentes fitoquimicos son los responsables de la actividad biolégica
de los extractos, actGan en conjunto o por separado para generar inhibicibn o muerte
microbiana. La Tabla 6 muestra los resultados de las pruebas fitoquimicas cualitativas
realizadas. Donde, se puede observar que los fenoles, flavonoides, alcaloides,
terpenoides, quinonas y 4cidos grasos son los metabolitos presentes en los extractos del

arbol de sande.
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Tabla 6. Tamizaje fitoquimico preliminar de los extractos de hoja y latex del arbol sande.

Extractos Fenoles Flavonoides Acidos Alcaloides Quinonas Terpenos

grasos

Extractos de hojas

Cloroformo - + + - - -
Hexano - + + - - _
Metanol + + + + + -

Extractos de latex

Acuoso - - + - + +
Hexano - - - - - +
Metanol - - - - + +
Eter - - - - . +
Crudo - - - - - +
Acetona - - - - - +
Metanol* - - - + - +
Eter* - + + + + -

Donde: + presente, - ausente, *extractos de alcaloides de latex.
Realizado: Sillagana-Verdezoto, 2023.

Determinacion del contenido de fenoles, flavonoides y alcaloides totales

Los resultados obtenidos demuestran que hubo diferencias significativas (p < 0,005) en
la cuantificacion de fenoles, flavonoides y alcaloides totales (Tabla 7). El contenido de
fenoles, flavonoides y alcaloides totales se determiné mediante la ecuacion de regresion
lineal de la curva de calibracion, se evidencié que el extracto metandlico de las hojas
presenté mayor contenido de fenoles y alcaloides, y el extracto de éter de latex mostro

mayor contenido de flavonoides.

La actividad antimicrobiana de los extractos de latex del arbol de sande puede estar
asociado a ciertos metabolitos como los fenoles, flavonoides y alcaloides. Investigaciones
17



han demostrado que los flavonoides inhiben la sintesis de 4cidos nucleicos, las funciones
de la membrana y metabolismos energéticos,** mientras los fenoles generan dafios en la
permeabilidad de la membrana plasmatica.**4>4¢En cambio, los alcaloides inhiben la
sintesis de proteinas, acido nucleico, bombas de eflujo, metabolismo bacteriano, y
generan dafio a nivel en la membrana y pared celular.*” Estos tres grupos fitoquimicos
poseen actividad frente un amplio espectro de bacterias, estas incluyen a bacterias
gastrointestinales como Shigella spp, Listeria monocytogenes, Salmonella spp,
Enterococcus spp, Yersinia spp, Helicobacter pylori y Campylobacter spp.#448-50

Tabla 7. Contenido total de flavonoides, fenoles y alcaloides de los extractos activos de  las
hojas y latex del arbol de sande.

Contenido total Hojas Latex
de fitoquimicos Cloroformo Metanol Eter Metanol
Fenoles* 37,98+0,07  100,73+0,28 -
11,73+0,20
Flavonoides** 48,12+0,01 28,01+0,24 66,87+0,37 -
Alcaloides*** - 14,98+0,04 1,10+0,12 1,23+0,07

Donde: *Contenido de fenoles totales expresado en g de acido galico por mg de
extracto seco. ** Contenido de flavonoides totales expresado en g de quercetina por
mg de extracto seco. *** Contenido de alcaloides totales expresado en g de atropina
por mg de extracto seco. — no se realizé el ensayo.

Realizado: Sillagana-Verdezoto, 2023.

Analisis de antioxidantes

Los antioxidantes tienen la capacidad de capturar y neutralizar algunas especies
reactivas como hidroxilos, alcéxidos, aniones superoxidos, hidroxidos y nitrogenados a
bajas concentraciones,**°! es por ello que también tienen actividad gastroprotectora en
modelos experimentales como ratones.>? Los extractos alcaloides de latex presentaron
mayor capacidad de eliminacion de radicales libres en comparacion a los extractos de las
hojas (p < 0,005), tal como se observa en la Tabla 8. Sin embargo, ningun extracto supero
la actividad del acido ascorbico (estdndar) dado que exhibié mayor capacidad de
eliminacion debido a que es un antioxidante bien conocido. Asi mismo, los flavonoides
poseen una actividad citoprotectora sobre la mucosa gastrica que protegen a las células
contra dafios oxidativos producidos por los radicales libres.*5® Estos resultados
refuerzan los conocimientos tradicionales del uso de latex por sus propiedades
gastroprotectoras, es asi que, esta actividad puede estar atribuida a su capacidad de

captar los radicales libres de algin agente antioxidante como son los flavonoides.
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Tabla 8. Porcentaje de eliminacién de radicales libres del 4cido ascorbico (AC) y
extractos activos del arbol de sande.

Concentracién Extractos de las hojas Extractos de latex Acido
(ug/mL) Cloroformo*  Metanol* Eter* Metanol*  ascorbico*
100 9,06+0,24 10,50+0,36  21,01+0,39 23,84+0,39 75,03+0,35
50 6,08+0,89 4,56+0,56  13,22+0,78 11,43+0,79 43,48+0,78
25 3,83+0,56 4,70+0,89 7,11+0,58 9,09+0,78  26,71+0,68
12.5 3,15+0,65 2,98+0,65 5,06+0,67 6,67+0,67  16,70+0,79
6.25 1,27+0,56 1,65+0,49 4,49+0,89 6,05+0,78  10,10+0,76

Donde: *porcentaje de eliminacion de radicales libres.
Realizado: Sillagana-Verdezoto, 2023.

CONCLUSION

La presente investigacion demostro que los extractos etéreo y metandlico de la extraccion
de alcaloides de latex del arbol de sande poseen mayor actividad antimicrobiana en
comparacion a los extractos cloroférmico y metandlico de las hojas y a su vez los bacilos
Gram negativos fueron mas susceptibles. Se evidencié una accion sinérgica de los
extractos de alcaloides de latex con la amoxicilina frente a E. faecalis, posiblemente los
extractos potencializan la actividad antimicrobiana del antibiético. De acuerdo a las
pruebas fitoquimicas, los extractos de latex exhibieron mayores metabolitos secundarios
en comparacion a los extractos de las hojas, tal es el caso de los terpenos, que solo
estaban en los extractos de latex. Los componentes presentes en los extractos
metandlico de latex presentaron mayor capacidad de capturar radicales libres y en
conjunto con el extracto etéreo podrian ser una fuente potencial de antioxidantes con
efecto gastroprotector. Estos resultados refuerzan los conocimientos ancestrales de los
pueblos amazoénicos sobre el uso del latex de sande para tratar infecciones géstricas, sin
embargo; es necesario realizar ensayos de fraccionamiento e identificacion de las
moléculas responsables de la actividad biol6gica y pruebas de citotoxicidad, eficiencia
clinica in vivo con la finalidad de obtener resultados mas concretos y fiables sobre el

potencial farmacolégico de los extractos activos del &rbol de sande.
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ANEXOS

Anexos 1. Morfologia de las hojas del arbol de sande después de ser
secadas durante 72 horas a 37°C.

Donde: A= haz de la hoja y B= envés de la hoja
Realizado por: Sillagana- Verdezoto, 2023

Anexos 2.0btencion del latex del arbol de sande mediamente
una corte transversal en forma de V.

¥ o'




Anexos 3. Halos de inhibicion de los extractos de alcaloides de latex (54,7 mg/mL)
frente a bacterias gastrointestinales.

Donde: A= S. flexneri, B= S. boydii, C= S.sonnei, D= E. coli, E= S. Typhimurium, F= L.
monocytogenes, G= S.aureus multirresistente, H=S. aureus, I= E. faecalis,

1= extracto de éter, 2= extractos de metanol, 3= DMSO.

Realizado por: Sillagana- Verdezoto, 2023



Anexos 4. Sinergismo entre los extractos de alcaloides de latex
con la amoxicilina frente a E. faecalis.

Donde: 1= extracto de metanol con amoxicilina, 2= extracto de éter con amoxicilina
y 3= amoxicilina.
Realizado por: Sillagana- Verdezoto, 2023

Anexos 5.Tamizaje fitoquimico preliminar de los extractos activos de las hojas y
latex del &rbol de sande.

e e
l Extracto metandlico

B
Extracto etéreo '

JE= )

Donde: A extracto etéreo de alcaloides de latex, B extracto metandlico de alcaloides de
latex, C extracto cloroférmico de hojas, D extracto metandlico de hojas, a fenoles,

b flavonoides, ¢ acidos grasos, d glucésidos cardiacos, e alcaloides, f quinonas y

g terpenos.

Realizado por: Sillagana- Verdezoto, 2023



Anexos 6. Curva de calibracién de acido galico para la cuantificacion de
fenoles totales presentes en los extractos activos de las hojas y
latex del &rbol de sande.
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Realizado por: Sillagana- Verdezoto, 2023

Anexos 7. Curva de calibracion de quercetina para la cuantificacién de
flavonoides totales presentes en los extractos activos de las hojas
y latex del arbol de sande.
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Realizado por: Sillagana- Verdezoto, 2023



Anexos 8. Curva de calibracién de atropina para la cuantificacion de
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Realizado por: Sillagana- Verdezoto, 2023

alcaloides totales presentes en los extractos activos de las
hojas y latex del arbol de sande.
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