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Jatropha dioica (extracto acuoso) vs bacterias en enfermedad
periodontal

Claudia Araceli Reyes Estrada', Rubén Octavio Méndez Marquez?, José Pablo Luna de la Torre?, Josseline
Alejandra Romero Dévalos*, Blanca Patricia Lazalde Ramos®, Rosalinda Gutiérrez Herndndez®.

Resumen— La enfermedad periodontal actualmente es mas frecuente, asociada a severos procesos inflamatorios y
abundante microbiota bacteriana que generan perdida dental en parte porque la poblacion no atiende en forma oportuna
y/o por falla en tratamiento, siendo diversos microorganismos los responsables del inicio y desarrollo de la periodontitis.
El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad del extracto acuoso de Jatropha dioica sobre bacterias presentes en
enfermedad periodontal como un posible tratamiento fitofarmacolégico. Obtenidas las muestras de pacientes se
cultivaron en agares EMB, MH, MAS, SIM, y AS, se evaliio efecto antibacterial por técnicas tradicionales de
susceptibilidad y proliferacion celular mediante ensayo por microdilucion MMT, pruebas bioquimicas para su
identificacion y aislamiento. Se identificaron Porphyromonas gingivalis (Pg), Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa),
Tannerella forsythensis (Tf) y Prevotella intermedia (Pi). Observando ausencia de efecto antibacteriano contundente.
Concluyendo que en la enfermedad periodontal el extracto acuoso de Jatropha dioica bajo las condiciones evaluadas no
mostré efecto antibacteriano. Palabras clave—Jatropha dioica, enfermedad periodontal, extracto acuoso.

Introduccion

La enfermedad gingival y periodontal son consideradas como la segunda causa asociada a la pérdida dental
(Villareal, 2014), se estima que la gingivitis afecta cerca del 80% de los nifios en edad escolar y mas del 70% de la
poblacidn adulta ha padecido gingivitis, periodontitis o ambas, de ahi que se convierten en patologias que son de
importancia para su estudio.

Padecimiento caracterizado por ser una enfermedad infecciosa, indolora y lentamente progresiva, siendo
uno de los agentes etioldgicos principales los microorganismos como bacterias, hongos y virus, que contribuyen
junto a la mala higiene, edad, estilo de vida y lesiones bucales previas a la aparicion de esta enfermedad (Liebana,
Cartillo y Alvarez, 2004; Bascones, 2005).

Es asi que en la busqueda de alternativas de tratamiento, los extractos de plantas naturales, empleados en
medicina tradicional pueden ser una opcién no explorada. Pacientes en los que algunos tratamientos convencionales
son demasiado costosos ya que a la poblacion a la cual va dirigida, son principalmente comunidades y zonas rurales
(Villareal, 2014). Un ejemplo de plantas de las cuales el extracto es objeto de estudio es la Jatropha dioica o “sangre
de grado” empleada como antidiarreico, antiséptico, antiinflamatorio, antirreumatico y en tratamiento de infecciones
bucales y erupciones cutaneas (Wong, 2005; Manzanero, 2009; Nelvy Martinez, 2014; Ghasemian, Owlia y Owlia,
2016).

Una de las ventajas principales de los productos naturales es la facil asimilacién por el hombre. La
Organizacion Mundial de la Salud ha insistido en que el uso de plantas medicinales puede ser de gran aplicacion en
la atencién primaria de los sistemas de salud, con bases cientificas que sustenten seguridad, efectividad y calidad
requeridas para la administracion en humanos.

La finalidad de esta investigacion, es proporcionar avances para el posterior empleo de los extractos
naturales, como una alternativa mas econéomica y efectiva, contra este tipo de infecciones. De igual manera, conocer
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los posibles efectos antibacterianos de los extractos de Jatropha dioica. De esta forma, se tendra un conocimiento
sobre el alcance terapéutico de dicho extracto, asi como la valoracion para el uso seguro en individuos.

Descripcion del Método
Obtencion y tratamiento de la muestra.

La toma de muestras se realiz6 de pacientes con patologia de periodontitis con la ayuda de odontdlogos
calificados, previa explicaciéon informativa del proyecto y firma de consentimiento informado. Una vez hecho esto
se procedio a la toma de la muestra del area afectada con puntilla de papel estéril, ésta se introdujo en el medio de
transporte Stuart y Tioglicolato. Ya en el laboratorio se inocul6 la muestra en diferentes tipos de medio de cultivo:
Agar Eosina Azul de Metileno (por sus siglas en ingles EMB), Mueller Hinton (medio de proliferacion), utilizado
para la seleccion de bacilos Gram negativos), Agar de Sal y Manitol (utilizado para la seleccion bacterias Gram
positivas) y Agar Sangre (utilizado para visualizar los tipos de hemolisis y bacterias anaerobias). Se incubaron a
37+£1°C por 24 a 48 horas. Enseguida se realiz6 la tincion Gram a cada una de las colonias representativas
desarrolladas en las cajas inoculadas donde hubo crecimiento, tras la identificacion macro y microscopica se
realizaron las pruebas bioquimicas y de susceptibilidad correspondientes a cada uno.

Obtencion del extracto acuoso de Jatropha dioica

La planta de Jatropha dioica se sometid a un proceso de secado en un horno Marca FELISA a 40°C por 72
horas, para posteriormente pulverizar la raiz. Luego para la extraccidn se utilizaron como solventes metanol, etanol,
isopropanol y agua, en una proporcion de 3 a 1, con respecto a la planta pulverizada, para posteriormente macerar,
poner a reflujo y filtrar. El filtrado se condenso en rotavapor a la temperatura de ebullicion del solvente. Después de
condensado se llevo a secado mediante estufa eléctrica y en liofilizador marca Virtis SP Scientific Sentry 2.0. Una
vez obtenidos los extractos liofilizados se les realizaron barridos espectrofotométricos y cromatografia en capa fina.
Lo cual permitio elegir como solvente el agua, ya que presento espectrofotométricamente mejor sefial.

Manejo de los extractos

Una vez obtenido el extracto acuoso de Jatropha dioica se prepararon diferentes diluciones para las pruebas
de susceptibilidad tradicional a razén de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mg/mL como concentraciones origen, enseguida se
realizaron diluciones de 100, 200 y 300 mg/mL disolviéndose en alcohol metilico.

Pruebas Bioquimicas

Las pruebas bioquimicas realizadas se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Pruebas bioquimicas realizadas

BACILOS COCOS

Motilidad Alfa-hemolisis
Crecimiento en medios habituales (AN) Beta-hemolisis
Crecimiento a 45°C Crecimiento anaerobio
Crecimiento a 65°C Crecimiento en el aire y 5% de CO,
Crecimiento a pH 5,7 Crecimiento aerobio
Crecimiento en 7% de medio NaCl Crecimiento a 10°C
Crecimiento anaerobio Crecimiento a 45°C
Hidrolisis de Gelatina Crecimiento con NaCl al 6.5%
Catalasa Voges-ProsKauer
Oxidasa Produccion de acido:
Ureasa 1. Glucosa
Lisina descarboxilasa (ODC) 2. Sacarosa
Produccion de Indol 3. Lactosa
Utilizacion de Citrato 4. Manitol
Reduccion de nitratos
Voges-Proskauer
Reduccion de acido con:

1. D-glucosa

2. Lactosa

3. Manitol

4. Sacarosa
Hidrolisis de almidon

Pruebas de Susceptibilidad
Se llevaron a cabo tres pruebas para evaluar la susceptibilidad de los cultivos identificados.
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1. Vaciado en placa y extendido: Tras tomar una asada de la muestra se inoculd por agitacién un tubo con
3 mL de caldo nutritivo (CN), se incub6 por 24 horas. Al cabo de este tiempo en un tubo con 3 mililitros de CN se
colocaron gotas del CN ya inoculado, hasta llevarlo al 0.5 de concentracion en escala McFarland. Tomando una
muestra a partir de la ltima dilucién con un hisopo estéril y se inoculd por extendido en una placa con Agar Mueller
Hinton y de esta misma muestra se tomo 1 mililitro para vaciarlo en una placa donde después, se vaciaron también
12 mililitros de Agar Mueller Hinton. Esto se repitié con cada una de las muestras y al final se colocaron sensidiscos
previamente impregnados de las concentraciones de extracto ya realizadas. Se incubaron por 24 horas y se observo
cada caja para determinar la presencia de halos de inhibicion.

2. Escala Nefelométrica McFarland: El patron de McFarland se utiliza como patron de turbidez en la
preparacion de suspensiones de microorganismos. Asi pues, el patron 0.5 de McFarland se utilizé como una
aplicacion especial en la preparacion de los indculos bacterianos para la realizacion de las pruebas de sensibilidad
antimicrobianas. Se requirid el uso de indculos estandar en dilucion de agar estandarizado, difusion en disco y
pruebas de sensibilidad de microorganismos aerobios y anaerobios. Las normas de turbidez se prepararon mezclando
productos quimicos que generan precipitaciones para formar una solucidn acuosa de cloruro de bario que produce la
formacién de un precipitado. El patrén de 0.5 de McFarland corresponde aproximadamente a una suspension
homogénea de Escherichia coli de 1.5 x 10% células por mL3.

3. MMT Cell Proliferation Assay Kit: Para la utilizacion de este KIT se inoculan caldos nutritivos para
tener una muestra concentrada y se incuba durante 24 horas para la proliferacion. Después se colocaron 10 pl de este
y se le afiadieron las diferentes concentraciones del extracto a evaluar (2, 5, 10, 15,20 y 25 pg) en 1 ml de caldo
nutritivo. Se reposa 10 a 15 min, se mezcla y se toman 100 pl para colocarlos en los pocillos, después se incuban en
ambiente de CO; al 3% a 37+1°C por 24 horas. Posteriormente se agregaron 100 pl de reactivo MTT y se incubo
durante 3 horas. Se elimino el sobrenadante y se agregaron 100 ul de solucidn cristalina para leer en ELISA a una
longitud de onda de 570 nm.

Resultados

Tras la realizacion de las pruebas bioquimicas para Bacilos Gram negativos indicaron que las bacterias
analizadas son compatibles en resultados con: Enterococcus hermanniensis, Aerococcus chistensenii, Facklamia
languida, Facklamia miroungee. Asi mismo, las pruebas bioquimicas para Streptococcus Gram positivos indicaron
que las bacterias analizadas son compatibles en resultados con: Paenibacilos wynn, Paenibacilos macerans,
Paenibacilos assamensis, Paenibacilos koreensis, estos resultados fueron obtenidos por medio de la base de datos
ABIS online [http://www.tgw1916.net/bacteria_logare desktop.html], herramienta de laboratorio que utiliza un
algoritmo de identificacion basado en los resultados reportados de las tablas de identificacion de los principales
reportes especializados al respecto.

Las pruebas de susceptibilidad realizada a diferentes concentraciones de extracto, mostraron que para ningiin
caso se present6 halo de inhibicidn del extracto acuoso de Jatropha dioica como se puede observar en la figura 1 y 2.

Figura 1. Prueba de susceptibilidad en placa, probada a concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mg/mL. Donde
A: Tioglicolato Extendido en Placa; B: Tioglicolato vaciado en placa
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Figura 2. Prueba de susceptibilidad en placa, probada a concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mg/mL. Donde
A: Struart Extendido en Placa; B: Stuart vaciado en placa

Los resultados obtenidos con el extracto acuoso de Jatropha dioica se graficaron, los puntos muestran una
variacion mas elocuente en cuanto se avanza en el nivel de concentracion de extracto, aunque también es dificil
considerar que los resultados sean positivos, y corroborar el poder inhibitorio de esta planta
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Figura 3. Prueba de evaluacion de la proliferacion celular ensayo MMT ante concentraciones ascendentes del
extracto de Jatropha dioica. Se puede observar un comportamiento semejante independiente a la cantidad de células
viables conforme aumenta la cantidad de extracto, terminando con un ascenso en la concentracion de 0.025 pg/ml.

S (Stuart), T (Tioglicolato).

Para las bacterias Gram negativas y Gram positivas se realizé un antibiograma como se puede observar en
las tablas 2 y 3 respectivamente.
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Tabla 2. Antibiograma para bacterias Gram positivas

Farmacos a los que hay Imagen Farmacos a los que hay
resistencia: si o no resistencia: si o no
Ampicilina AM: no Ampicilina AM: si
Cefalotina CF: sisi Cefalotina CF: si
Cefotaxima CTX: no Cefotaxima CTX: sino
Ceftazidima CAZ: si si Ceftazidima CAZ: si
Cefaroxima CMX: no Cefaroxima CMX: si
Dicloxacilina DC: no Dicloxacilina DC: si
Extromicina E: si si Extromicina E: no si
Gentamicina GE: si Gentamicina GE: si
Pefloxacina PEF: Pefloxacina FEP: si
Peniciolina PE: no Peniciolina PE:
Tetramicina TE: Tetramicina TE: si
Trimetroprim con Trimetroprim con
sulfametaxol SXT: sulfametaxol SXT:
Ampicilina AM: no
Cefalotina CF: si si
Cefotaxima CTX: no
Ceftazidima CAZ: no
Cefaroxima CMX: si si
Dicloxacilina DC: no
Extromicina E: no
Gentamicina GE: si
Pefloxacina PEF: no
Peniciolina PE:
Tetramicina TE: no
Trimetroprim con
sulfametaxol SXT:
Tabla 3. Antibiograma para bacterias Gram negativas
Farmacos a los que hay Imagen Farmacos a los que hay
resistencia: si 0 no resistencia: si o no
Amicaciba AK: no Amicaciba AK: sino
Ampicilina AM : si Ampicilina AM : sino
Carbenicilina CB: si Carbenicilina CB: no si
Cefaloitna CF: si Cefaloitna CF: no si
Cefotoxima CTX: si Cefotoxima CTX: no no
Cestriaxona CRO: no Cestriaxona CRO: no
Cloranfenicol CL : no Cloranfenicol CL:
Gentamiciona GE: no Gentamiciona GE: si
Metilmicina NET: no Metilmicina NET:
Nitrocurantoina NF: no Nitrocurantoina NF:
Tefloxacino TEF: no Tefloxacino TEF:
Trimetroprim con Trimetroprim con
Sulfametoxazol SXT: no Sulfametoxazol SXT:

Amicaciba AK: no Amicaciba AK: no si
Ampicilina AM : sisi Ampicilina AM: si
Carbenicilina CB: sisi Carbenicilina CB: sino
Cefaloitna CF: no Cefaloitna CF: no no
Cefotoxima CTX: no Cefotoxima CTX: no no
Cestriaxona CRO: no Cestriaxona CRO: no no
Cloranfenicol CL: no Cloranfenicol CL:
Gentamiciona GE: si Gentamiciona GE: no
Metilmicina NET: no Metilmicina NET:
Nitrocurantoina NF: Nitrocurantoina NF:
Tefloxacino TEF: no Tefloxacino TEF:
Trimetroprim con Trimetroprim con
Sulfametoxazol SXT: Sulfametoxazol SXT:

Consideraciones Finales

Se ha descrito que bacterias anaerobias Gram negativas prevalentes en la capa sublingual ayudan a la
aparicion de la enfermedad periodontal, como son: Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas
gingivalis (Pg), Prevotella intermedia (P1) y Tannerella forsythensis (Tf), como lo describen Mehrazarin ef al.
(2017) y Azad et al. (2016). Tras la evaluacion de las pruebas bioquimicas en los pacientes se encontraton las
siguientes bacterias: Paenibacilos koreensis, Paenibacilos wynni, Paenibacilos assamensis, Paenibacilos macerans,
Aerococos chistensenii, Enterococos hermanniensis, Facklamia miroungee, Facklamia languida, Streptococcus
dysgalactiae subsp. equisimilis, Streptococcus suis, Streptococcus vestibularis, Streptococcus rupicaprae, Bacillus
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niacini, Bacillus psychhosacohardyticas, Lysinbacillus facsiformis, Paenibacillus apiarius, Bacillus cirroflagelosas
v Bacillus aminovoran.

Como lo reporta Azad et al. (2016), en la no coincidencia o diferencia de bacterias con la literatura pueden
estar participando diversos factores, ya que cada region del pais influyen la forma de alimentacion, el estrés al que se
somete cada persona, los habitos de asepsia y los sintomas de la enfermedad, incluso la region anatomica de la
cavidad bucal también predispone a que varié cada etapa de la enfermedad. Asi pues el uso de agentes terapéuticos
de origen natural como es Jatropha dioica (extracto acuoso) pueden ser utiles, sin embargo en este caso no fue asi,
ya que se trataba de enfermedad periodontal avanzada donde las bacterias son mas propensas a generar resistencia.
Por lo que podemos decir que el extracto acuoso puede considerarse débil frente a tales bacterias y no confiable para
poder considerarse un tratamiento alternativo o auxiliar al tratamiento con antibiéticos.

Conclusiones

Se realizé un correcto aislamiento e identificacidn de las bacterias Actinobacillus actinomycetemcomitans
(Aa), Porphyromonas gingivalis (Pg), Prevotella intermedia (Pi) y Tannerella forsythensis (Tf), microorganismos
presentes en diversos estadios y evoluciones de la enfermedad periodontal.

Con el empleo de instrumentos y equipos mas especializados para identificar el grado de inhibicion de
estos extractos, podriamos tener una mejor perspectiva del alcance antibacteriano. Es necesario identificar los
metabolitos presentes en el extracto y aislar el metabolito responsable del presunto efecto antimicrobiano. Se
podrian explorar otros métodos de extraccion para identificar el dptimo.
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