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EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DE EXTRACTOS ACUOSOS DE
Jatropha gossypiifolia SOBRE BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y GRAM
NEGATIVAS
Lépez C. Luis E., Mejias V. Gabriela A., Amaya Ivan
Departamento de Parasitologia y Microbiologia, Escuela de Ciencias de la

Salud, Universidad de Oriente, Nucleo Bolivar.
RESUMEN

La Organizacion Mundial de Salud acepta las préacticas tradicionales como
recursos de atencién primaria en salud, para aumentar la disponibilidad y facil acceso,
contribuyendo al mejoramiento de los servicios sanitarios. Una planta de uso
medicinal de facil acceso en Venezuela es la Tuatia morada, su nombre cientifico es
Jatropha gossypiifolia, Se experimentd con hojas de J. gossypiifolia de dos zonas
distintas de la ciudad para evaluar su supuesta sensibilidad antimicrobiana. Se
pretendié reproducir en condiciones controladas y de manera estandarizada la forma
popular de preparacion por las personas en sus hogares, la decoccién, sin realizar
extracciones ni procesos industriales, para evidenciar si la forma de consumo popular
poseia efectos antimicrobianos in vitro, a diferencia de las antiguas investigaciones
realizadas. Se disefiaron, probaron y estandarizaron los métodos de antibiogramas por
discos de sensibilidad, decoccion directo sobre el agar Mueller Hinton con el asa
calibrada y la inoculacion en agar Mieller Hinton de la decoccién de J. gossypiifolia,
para evaluar la supuesta actividad antibidtica de esta. No se encontrd sensibilidad
antimicrobiana por la decoccion de J. gossypiifolia con ninguno de los métodos
contra los representantes de los Gram negativos (Enterobacter spp y Salmonella spp);
y de los Gram positivos (Staphylococcus aureus).

Palabras claves: medicina tradicional, medicina complementaria, plantas

medicinales, tua tua, decoccion, antimicrobiano, fotoquimico, toxicidad.



INTRODUCCION

Desde el principio de la humanidad se tiene registro del consumo alimenticio y
medicinal de ciertas plantas, su uso ha continuado a lo largo de la historia y varia
segun el contexto cultural en que este expresado. Teniendo registro desde la edad de
bronce de frutos de la planta Papaver somniferun, conocido como fruto de la
adormidera; también 3000 A.C el emperador chino Shen Nung describié plantas
medicinales en el primer Pen Tsao o Gran herbario. Para la misma época, los
japoneses utilizaban extractos de Chrysanthemum como cardiotoxico. Galeno de
Pérgamo cred un antidoto con cien ingredientes para el emperador de su época,
compuesto por plantas, usado en contra de todos los venenos mortales (Pérez et al.,
2014).

Con el descubrimiento del nuevo mundo fueron también conocidos los distintos
antidotos usados por los indios de Norte América hasta los del sur, expendiendo asi el
conocimiento acerca de nuevas plantas al viejo mundo. Tras varios siglos y muchos
experimentos de botanicos, médicos e investigadores se conocio el potencial curativo
y toxico de diversas plantas, lo que llevo al registro de estas y al conocimiento

popular de sus efectos (Pérez et al., 2014).

La Organizacion Mundial de la Salud (2013) asegura que la préactica la
medicina tradicional nace por herencia cultural de generacion en generacion aplicada
a los conocimientos y capacidades basadas en teorias, creencias y experiencias que
puedan ser explicadas o no, para mantener, prevenir, diagnosticar o tratar

enfermedades fisicas o0 mentales. Considera que el 88% de la poblacion mundial la



utiliza, también las hierbas medicinales, la acupuntura, el yoga, las terapias
indigenas y otras. Esta practica sociocultural y los patrimonios de biodiversidad
forman parte de las crecientes industrias farmacéuticas, de belleza, bienestar y salud.
Las practicas tradicionales son aceptadas por la OMS (2008), como recursos de
atencion primaria en salud, para aumentar la disponibilidad y facil acceso,

contribuyendo al mejoramiento de los servicios sanitarios.

Por su parte la medicina complementaria o alternativa, la Organizacion Mundial
de la Salud (2013) establece que es aplicada al conjunto de técnicas que no forman
parte de la medicina tradicional ni del sistema de salud de una sociedad. Suele
utilizarse sin distincion a la medicina tradicional. Naciendo de estos la fusion de la
medicina tradicional y complementaria, abarcando ambas practicas, productos y

practicas profesionales.

Las plantas medicinales son un recurso importante de los paises en vias de
desarrollo ya que estas son de facil acceso para la sociedad en general y abarcan las
necesidades primarias en salud. Resaltando que gran parte de los tratamientos de la
medicina convencional involucran el uso de extractos de plantas o sus principios
activos (Giraldo et al., 2009).

Mas del 40% de las formulaciones farmacéuticas se basan en productos
naturales como la aspirina y la artemisinina, que se originaron en la medicina
tradicional. La contribucion de la medicina tradicional a los sistemas nacionales de
salud ain no se ha realizado plenamente, ya que no se ha logrado contabilizar los
esfuerzos y recursos de muchas personas en la actualidad. Aumentar las capacidades
de la OMS para abordar estas necesidades de conocimiento sera un objetivo principal
del Centro Mundial de Medicina Tradicional (GCTM) de la OMS (OMS, 2013).



Una planta de uso medicinal de facil acceso en Venezuela es la Tuatla
morada, conocida también en otros paises como: frailecillo, frailecito, San Juan del
Cobre. Es una especie pantropical originaria del Sur América que se cultiva en paises
tropicales a lo largo el mundo. Es ampliamente utilizada en la medicina popular con
diversos fines, especialmente como antiofidico, antiinflamatorio, antihemorragico,
antibiotico, hemostatico y cicatrizante (wu 2014). Jatropha gossypiifolia es su
nombre cientifico, usada en muchos paises para tratar enfermedades como el dolor de

muelas, la hinchazon y la tifia (Vijayakumar et al., 2016).

Esta pertenece al Reino: Plantae; Subreino: Viridiplantae; Grupo: Streptophyta;
Divisiones  Embryophyta; Superdivisién:  Tracheophyta; Superdivision:
Euphyllophyta; Division: Spermatophyta; Phylum: magnoliophyta;
Clase: Eudicotyledoneae; Subclase: Rosidae; Fabidae; Orden: Malpighiales; Familia:
Euphorbiaceae; Subfamilia: Crotonoideae: Tribu de la subfamilia Crotonoideae:
Jatropheae; Género: Jatropha; Especie: Jatropha gossypiifolia L. (Félix-Silva et al.,
2014).

Euphorbiaceae es considerada una de las familias mé&s grandes de
angiospermas, se encuentran alrededor de 7.800 especies distribuidas en
aproximadamente 300 géneros y 5 subfamilias alrededor del mundo. Entre los
principales géneros pertenecientes a esta familia, se encuentra Jatropha L. y esta
representada por unas 200 especies (Félix-Silva et al., 2014a; Webster, 1994). El
nombre “Jatropha” se deriva de las palabras griegas “jatros”, que significa “médico”,
y “trophe”, que significa “alimento”, lo que podria estar asociado a sus usos

medicinales populares (Sabandar et al., 2013).

Morfol6gicamente, Jatropha gossypifolia L. es una planta herbacea de 1 a 2 m

de altura, a veces algo lefioso. Tiene Hojas de 7 a 15 cm, acorazonadas en la base y


https://www.google.com/search?q=eudicotiledoneas+clase&sa=X&ved=2ahUKEwicmpSD4LH8AhVLSTABHUXxAn4Q6BMoAHoECFIQAg
https://www.google.com/search?q=fabidae+subclase&sa=X&ved=2ahUKEwiKgea237H8AhXAkYQIHZxNCx0Q6BMoAHoECFQQAg

con un margen cerrado, de color verde oscuro, alternas, simples, palmeadas y
pubescentes, con un &pice acuminado, ovadas a ligeramente lobulado de 3 a 5
indentaciones, hasta 15 cm de ancho y peciolos 10cm de largo. Los tallos de las hojas
estan cubiertos con gruesos pelos de color marron oscuro y las hojas son pegajosas.
Sus flores son pequefias, unisexuales, de color amarillo a verde, transmitidas en las
axilas de las hojas por ser pequefias se esconden en su mayoria por el follaje, de
inflorescencia cimosa con céliz de cinco pétalos, en las masculinas pueden formar un

tubo petaloide, purpdreos (Ojeda y Lopez, 2022).

Las frutas son pequefias, capsulares con 1cm de didmetro que consta de tres
surcos, son redondas y miden alrededor de 2,5 - 4 cm de diametro, de color verde y
carnoso cuando son inmaduros, se convierten en marron oscuro cuando madura y se
divide para liberar 2 0 3 semillas de color negro cada uno de aproximadamente 2 cm
de largo. Son ricas en aceite, por las cuales ocurre la propagaciéon (Ojeda y Lopez,
2022).

La importancia del potencial médico de J. gossypiifolia ha sido reconocida por
personas en muchos paises, incluidos India, Pakistan, asi como en algunos paises de
Caatinga y el Bosque Atlantico (Felix-Silva et al., 2014; Banerji et al., 1985). Este
género se conoce por ser una rica fuente de muchas sustancias bioactivas que se
pueden aislar de sus tallos, hojas, raices, corteza, semillas y latex preparandose por
diferentes vias y formas (Andri et al., 2017). Su raiz, tallo y hojas poseen actividades
citotoxicas, antitumorales, antipaldicas, antimicrobianas e insecticidas (Devappa et
al., 2011; Sabandar et al., 2013).

Estudios realizados a las hojas de J. gossypifolia L. demuestran que esta posee
una enorme reserva de fitoquimicos diferentes como: Terpenoides, esteroides,

saponinas, flavonoides, triterpenoides, taninos, los glucésidos cardiacos, azlcares



reductores, proteinas. La mayoria de estos componentes quimicos pueden ser
responsables de muchas actividades farmacoldgicas reportadas sobre la Tuatla
(Rivero 2014).

Estudios realizados al latex del tallo de J. gossypiifolia, afirman que posee
caracteristicas de coagulacion al reducir los tiempos de coagulacion y sangrado
(Félix-Silva et al., 2014). Otra investigacion realizada proporciono resultados
similares al anterior, confirmando asi una base cientifica para su uso como agente
hemostatico para prevenir trastornos hemorragicos (Zengin et al., 2021). El uso
topico del latex ha sido efectivo para tratar heridas y mordeduras de animales
venenosos, pero también este y las semillas de la planta son conocidas por su
potencial toxico y toxicidad. Sin embargo, los mecanismos potenciales de estas

actividades farmacologicas no se han explorado completamente (Wu et al., 2019).

Por otro lado, una investigacién informa que el jatrofono, un compuesto
activo aislado de J. gossypiifolia, muestra un mejor efecto anticancerigeno contra el
carcinoma hepatocelular (Hep G2 1886) en comparacion con medicamentos
anticancerigenos estandar como sorafenib y triéxido de arsénico (Zengin et al., 2021).
También fue citotoxico contra células de cancer de colon RKO ya que indujo
significativamente la apoptosis a estas células de una manera dependiente de la dosis
(Zhang et al., 2018).

Jatropha gossypiifolia mostré actividad antiinflamatoria aguda significativa en
estudios experimentales en ratas, consistio en la preparacion de geles de polaxamero,
al cual fueron incorporados extractos de la planta, esta actividad antiinflamatoria
aumento significativamente cuando se aplicaron cantidades equivalentes del gel.

Estos contenian diferentes cantidades de extracto redujeron significativamente los



niveles de edema en las orejas de las ratas con una intensidad similar a la

dexametasona, un farmaco estdndar antiinflamatorio. (Xavier-Santos et al., 2018).

La forma de preparacion popularmente es la de decoccion o cocimiento para
el uso antibidtico, esta se utiliza principalmente para preparar medicamentos a partir
de las partes duras de la planta como raices, tallos gruesos, cortezas, frutos duros,
semillas o la planta entera, sin embargo, se pueden usar partes delicadas como hojas,
flores y frutos tiernos. (Félix-Silva et al., 2014a, 2017a, 2014d).

Generalmente, se prepara en proporcion de una parte de droga vegetal por 20
partes de agua. Se agregan en un recipiente juntas las cantidades indicadas antes de
iniciarse la ebullicion. Las hojas deben de triturarse o desmenuzarse para obtener
mayor concentracion de los principios activos. Llevar a fuego lento y se deja hervir
entre 1 minuto a 15 minutos o preferiblemente hasta reducir el volumen hasta una
cuarta parte de la inicial. Al reposar se cierne sobre un colador o lienzo y se aplica
sobre el éarea afectada, no es recomendable su almacenamiento por periodos
prolongados. Otra opcion es usar compresas la cual consiste en tomar una tela fina o
gasas empaparlas con la decoccion tibia o fria y aplicar sobre el area afectada
(Fonnegra y Jiménez 2009).

En Brasil se realizaron antibiogramas por el método de dilucién en agar,
utilizando soluciones de extractos acuosos de hojas de J. gossypiifolia, fueron
previamente preparadas y filtradas en una membrana de 0.22 pum, para su posterior
incorporacion en medio agar Mueller Hinton a una concentracion final de 10 pg/uL.
Fue usado un control positivo del crecimiento, estas placas contenian sélo el medio,
sin los extractos. A cada placa se agregaron 200 pL del replicador de las suspensiones
microbianas que corresponden a 0.5 de la escala de McFarland, esta equivale a

1 x10%unidades formadoras de colonias por punto. Los microorganismos que



crecieron en las placas en ausencia de extractos, present6 inhibicién del crecimiento
en las placas que contenian los extractos incorporados en el agar y se consideraron
sensibles. Las pruebas de sensibilidad se realizaron por duplicado (Félix-Silva et al.,
2017).

La actividad antibidtica de extractos de J. gossypiifolia un grupo de
investigadores y observaron que el compuesto activo diterpeno macrociclico
jatrofenona, presenté una importante accién antibacteriana in vitro (Félix-Silva et al.,
2014a, 2017, 2014d). Por su parte un estudio realizado a los aceites esenciales de la
planta demostré6 una fuerte actividad antibacteriana contra Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. El aceite esencial de tallo mostré mas actividad que el aceite

esencial de hoja contra bacterias de prueba. (Wu et al., 2019).

Son escasos los estudios nacionales y locales sobre el tema, a pesar que los
beneficios de la etnomedicina, y el uso de las plantas, han sido estudiado de hace
décadas. Y particularmente en afos recientes, se ha estimado que el potencial
terapéutico de las plantas amerita su estudio tanto en los aspectos quimicos,
toxicoldgicos como en sus posibles aplicaciones, mas adn por la problemética actual
de la resistencia a antimicrobianos, se considera de interés investigar estos aspectos
de J. gossypiifolia. En especial su actividad antimicrobiana frente a gérmenes

frecuentemente agentes etioldgicos de infecciones humanas.



JUSTIFICACION

En 2015, la OMS desarrollo un plan de accion mundial para tratar la
problematica de la resistencia a los antibidticos con un conjunto de estrategias de
apoyo multisectorial, en el cual aseguran que los microorganismos se vuelven
resistentes a los medicamentos, reducen las opciones para tratar las enfermedades que
provocan. Dicha resistencia a antimicrobianos afecta a una amplia seleccion de los
agentes patdgenos y va en aumento. EXisten pocas perspectivas de desarrollo de
nuevos antibidticos a corto plazo. En la actualidad se conoce la necesidad de adoptar

y apoyar politicamente medidas para combatir la resistencia a los antimicrobianos.

Como parte de los objetivos establecidos por la OMS para combatir esta
emergencia se propone reforzar los conocimientos y la base cientifica a través de
vigilancia e investigacion. Para abordar la resistencia a los antimicrobianos deben

apoyarse en justificaciones claras sobre sus ventajas, costo y eficacia.

Los gobiernos, organizaciones profesionales, las organizaciones no
gubernamentales, la industria y las instituciones académicas tienen importantes
funciones para la generacién de conocimientos y su traslacion a la practica, asi como
los estudios clinicos sobre los tratamientos y la prevencion de las infecciones
bacterianas comunes, especialmente en entornos de bajos recursos, realizar
investigaciones y traslacion de resultados que sirvan de apoyo a la elaboracion de

nuevos tratamientos, y otras intervenciones para  determinar alternativas.



La medicina natural tiene potencial para convertirse en una herramienta
importante en un futuro contra la guerra ante la resistencia a los antibidticos, otra
ventaja seria que a diferencia de los antibioticos comerciales cuya ingestion esta
asociada a cambios negativos en la microbiota intestinal y debilita el sistema inmune,
el uso topico de esta planta no causaria este efecto secundario y al contrario podria
aportar otros beneficios ya que existe evidencia documentada de que tiene efecto

cicatrizante.

En la actualidad es muy comdn en nuestro pais el uso de plantas medicinales,
esta practica lleva cientos de afios y se ha popularizado ain méas en la poblacion, ya
sea por los altos costos de los antibidticos, escases y el dificil acceso para algunas
comunidades debido a su locacion. Sin embargo, no se han realizado estudios que
demuestren la efectividad de Jatropha gossypifolia L. como agente antimicrobiano ni
las condiciones en las cuales debe ser preparado, las proporciones de los ingredientes

y su toxicidad.

Por tanto, se propone en esta investigacion para sefialar la susceptibilidad
antimicrobiana de Jatropha gossypiifolia en cultivos de bacterias Gram negativas y
Gram positivas a fin de aportar datos para su posterior aplicacion como terapéutica a

futuro.



OBJETIVOS

Objetivo general

Demostrar el efecto antimicrobiano in vitro de extractos acuosos de Jatropha

gossypiifolia sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Obijetivos especificos

« Estandarizar la obtencion de decoccion para la preparacion del extracto
acuoso de J. gossypiifolia.

« Sefalar el efecto antimicrobiano de decocciones de hojas de J. gossypiifolia
segun su concentracién en bacterias Gram positivas.

« Sefalar el efecto antimicrobiano de decocciones de hojas de J. gossypiifolia

segln su concentracion en bacterias Gram negativas.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio

El estudio fue experimental, de tipo multifactorial.

Recoleccion de la planta e identificacion botanica

Las hojas de Jatropha gossypiifolia L fueron recolectadas en el mes de febrero
en el estado bolivar, Ciudad bolivar, municipio angostura del Orinoco, Venezuela. La
planta fue identificada por pobladores de la localidad, el nombre de la planta fue
identificado con el software PlantNet, donde se confirmé que eran auténticas hojas de
J. gossypiifolia, fueron cortadas y transportadas al laboratorio a temperatura ambiente

en un recipiente estéril hasta el momento de la preparacién del extracto.
Procedimiento
Preparacion de la decoccion

Las hojas fueron lavadas con agua destilada previamente a su preparacion. El
extracto se prepar6 con las hojas frescas, y se extrajo por decoccién con 20 gramos de
hojas de la planta y un litro de agua destilada, en un matraz de Elenmeyer durante 10

min a 100°C, para obtener los extractos acuosos de hojas de Jatropha gossypiifolia.

El método de extraccion fue seleccionado en base a la literatura que indica que es una

11
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de las principales formas de preparacion en la medicina popular. Los extractos
acuosos obtenidos después de la filtracion, se reservd en un envase estéril en la

nevera de 14 a 24 °C grados y se medira el pH con papel tornasol.

De nuestra solucidn pura, de concentracion conocida, se realizaron diluciones
hasta 1/256, utilizando envases estériles para su conservacion, se rotularon y se
seleccionaron al azar para la posterior preparacién de los discos de sensibilidad, entre
ellas la solucion puray las diluciones 1/2; 1/8; 1/32; 1/128; 1/256.

Confeccién de los discos

Para la elaboracion de los discos, también se usaron todos los implementos de
bioseguridad para evitar cualquier tipo de contaminacion (bata de laboratorio, guantes
de latex y tapabocas) tal como lo establece las normas ISO 15189 2007 en su

apartado 5.3 “Instalaciones y condiciones ambientales’’.

Fueron seleccionados discos de sensibilidad vencidos, los cuales se lavaran 3
veces con agua destilada y se llevaran a la autoclave a 1.5 libras por 15 minutos, este
proceso se llevd a cabo en el laboratorio de microbiologia y parasitologia “Socrates
medina”, lugar que posee las condiciones controladas e idoneas de humedad y
temperatura. Después de este proceso se llevaron al horno por 24 horas para secar por
completo los discos y asi poder inactivar por totalmente los antibidticos de estos

discos.

En una camara de flujo, se prepararon 25 discos con la solucion madre y cada
dilucion, cada disco sera impregnado respectivamente con 5S0A de cada una de las

soluciones, luego se llevaran a la estufa a 35°C por 24 horas.
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Control de calidad

Se realizd una inspeccion visual para el control de calidad de los discos,
verificando la forma, el diametro y la cantidad de hebras de papel, rechazando
cualquier disco que presente anomalias como mal corte o rasgaduras y no pudieran
cumplir con la funcion para la cual fueron disefiados. Los discos rechazados seran

descartados

Los discos aceptados se dispusieron de manera ordenada en placas de Petri, se
taparon con cinta de comprobacion de esterilidad teniendo en cuenta la manera de
colocar los discos dentro de las placas de Petri, se ubicaron de forma que permita
contarlos y de esa manera tener mayor control. Luego de que sean ordenados se

esterilizaran con calor seco a la autoclave tipo estufa a 140°C por un lapso de 2 horas

Preparacion de los discos de sensibilidad

Fueron seleccionadas al azar la solucion pura y las diluciones 1/2; 1/8; 1/32;
1/128; 1/256, para la posterior preparacion de los discos de sensibilidad.

Una vez preparada la dilucion, sobre los discos estériles y luego que estos
perdieran el calor de la estufa, se impregno cada papel con la solucion, formandose
entonces los discos de sensibilidad. Se mantuvo higienizado el espacio y se verifico el
uso de los implementos de laboratorio, para asi evitar cualquier tipo de contaminacion
cruzada y garantizar la calidad. Para llevar a cabo esta etapa se esterilizo la punta de
una pinza, con el calor directo de la llama del mechero, la funcion de esta fue mover

los discos, con el fin de acomodarlos en las placas de Petri a disposicion.
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Se utiliz6 una micropipeta calibrada, previamente graduada con la cantidad de
solucion requerida en funcion de la capacidad de absorcion de cada disco, de igual
manera se utilizaron puntas amarillas descartables para mayor precision, debido a que

la cantidad a descargar sobre los discos fue pequefia.

Primero se prepararon e identificaron 7 placas de Petri con las soluciones
correspondientes, con la micropipeta con punta amarilla se tom¢ agua destilada, que
fue usado como control y se impregnaron los discos de la primera placa, luego se
impregnaron los discos de la segunda placa con la solucion madre, se repitieron los
pasos anteriores con las respectivas soluciones 1/2; 1/8; 1/32; 1/128; 1/256 y se vaci6
sobre cada uno de los discos de las placas siguientes. Una vez que todos los discos
del lote se encuentren impregnados, se procedié al secado por calor tapando las
placas de Petri y envolviendo con papel film, luego fueron depositadas dentro de la
estufa del laboratorio a temperatura controlada de 35 °C por 24 horas

Al culminar el proceso de secado, se almacenaron los discos en la nevera a
temperaturas 5 a 8 °C. Al momento de usarlos se debio6 dejar reposar tapados fuera de
la nevera, hasta llegar a temperatura ambiente.

Para llevar a cabo los ensayos en donde se estudio la reproducibilidad en los
discos de sensibilidad elaborados, se prepararon previamente los insumos. Entre
ellos, las placas de petri servidas con el medio de cultivo, agar Miller-Hinton, las
cuales permanecieron preservadas en refrigeracion a una temperatura no mayor a
15°C.

Preparacion de agar

Para realizar el estudio de antibiograma existen varios métodos, para esta

investigacion, se desarrollé el método en difusidn en agar, también conocido como
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método Kirby-Bauer, este es un estudio de susceptibilidad por difusion en disco, un
procedimiento cualitativo utilizado por diversos laboratorios clinicos en la actualidad.

Consiste en depositar el microorganismo, en una superficie de agar Mller-Hinton,

El antibidtico expulsado por los discos forma un gradiente de concentracion y
al transcurrir un periodo de tiempo entre 18 y 24 horas en estado de incubacion, se
presentaran los discos rodeados por una zona de inhibicién; dicha concentracion del
antibiotico presente en la interfase del agar entre las bacterias que se encuentran en

(13

crecimiento y las inhibidas, se denota como ‘“concentracién critica” la cual se

aproxima a las Condiciones Inhibitorias Minimas (CIM) (Picazo, 2003).

Existen diametros de inhibicién estandarizados para cada antimicrobiano,
expresados en milimetros, con los cuales se realiza la lectura de los halos de
inhibicion, estos se interpretan con tres posibles opciones: Sensible (S), Intermedia (1)
o Resistente (R) (Roach, 2013).

Para efectos del antibiograma, se utilizé especificamente el medio de cultivo
Agar Muller-Hinton, el cual posee una baja concentracion de iones divalentes. Es
recomendado para este tipo de estudios porgue en él se reproducen la mayor parte de
las bacterias patdgenas; para su uso y estandarizacion entre laboratorios es utilizado
debido a que las diferencias entre los distintos lotes comercializados son muy pocas
(Picazo, 2003).

Discos de antibidticos, son discos de papel filtro, los cuales estan impregnados
con una concentracion definida de J. gossypifolia y estos fueron utilizados para la
evaluacion semicuantitativa de la susceptibilidad in vitro de las bacterias Gram

negativa y Gram positiva a dichos agentes antimicrobianos
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Los halos de inhibicion son aquella zona ubicada alrededor de un disco de
antibidtico presente en una placa inoculada, en la cual no se presenta crecimiento
bacteriano (IQUIMICAS, 2014). La medicion de los halos se realiza por la parte
trasera de la placa de Petri, previamente incubada, donde se procede a determinar el
tamafio de la circunferencia que se encuentra alrededor del disco de antibidtico a
través de un instrumento de medicion (Garcia, 2014).

En cuanto a la inoculacion se procede a la introduccion de un agente infeccioso
en un organismo, o lugar, que carece del agente patdgeno (Cerra et al, 2013). Cultivar
un microorganismo significa promover intencionalmente su desarrollo en un medio

de cultivo predeterminado y condiciones establecidas.

Siembra sobre agar con el extracto acuoso de Jatropha gossypifolia

Se prepard un agar Mueller Hinton, disolviendo 19 gramos de medio en 500 ml
de agua destilada para obtener un total de 6 placas, luego se agitd hasta disolver
mientras se calentaba hasta que hubo ebullicion, luego se llevé a la autoclave a 121
°C durante 15 minutos, al salir, se dejo enfriar hasta llegar a una temperatura de 51 °y
al momento de verter el agar sobre las placas se le afiadid el extracto acuoso de J.
gossypifolia inmediatamente y se prepararon 3 placas de distintas concentraciones
solucion madre, 1:2, 1:8 para cada cepa, se dejo reposar hasta solidificarse y se
sembro con la cepa correspondiente, después de esto se llevaron las placas a la estufa
durante 24 horas a una temperatura de 35°C

Dilucion directa sobre el agar
Se inoculd sobre una placa de Mueller Hinton una dilucion de Staphylococcus

aureus y en otra una dilucion de Enterobacter, y usando un asa calibrada nueva, se

tomaron 10\ de cada solucion, partiendo por agua destilada en el centro de la placa, la
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cual sirve como control y luego, se comenz6 a tomar a partir de la solucién madre y
de las siguientes diluciones dispuestas en sentido de las agujas del reloj, como si se
tratara de discos de sensibilidad, se llevo a la estufa a una temperatura controlada de

35°C durante 24 horas y pasado el tiempo se observo si hay o no susceptibilidad.



RESULTADOS

Trabajo de campo

En Octubre del afio 2022 se realiz6 un trabajo de campo en la localidad de
Tamarindo, Estado Anzoategui, durante la actividad se realizaron encuestas a los
residentes y miembros de distintas familias para conocer las plantas medicinales de
las cuales hacian uso, asi como su forma de preparacion y para que patologias eran
usadas. Jatropha gossypifolia fue una de las diez plantas méas frecuentes, por sus
posibles propiedades antibioticas y antiinflamatorias principalmente y que la ingerian
mediante decocciones para las infecciones de garganta, también lo usaban sobre
infecciones de piel y quemaduras. Los pobladores afirmaron haber presentado
mejorias incluso a los dos dias de haber consumido la decoccion y que era preparado

sin distincién entre adultos y nifios. (Anexo 1).

Identificacién de la planta

La planta fue identificada por pobladores de la localidad con el nombre de “Tua
tua morada”. Una planta herbacea de 1 a 2 m de altura, algunas con aspecto lefoso.
Sus hojas son de color morado oscuro y algunas de color verde, el tamafio es de 7 a
15 cm, pegajosas y acorazonadas en la base. Los tallos de las hojas estan cubiertos
con gruesos pelos de color marrén oscuro. Las flores son pequefias, de color amarillo
a verde y las frutas son pequerias, capsulares y redondas, que constan de tres surcos,
son de color verde y carnoso cuando al estar inmaduras y se convierten en marron

oscuro cuando madura.
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El nombre cientifico de la planta fue identificado con el software PlantNet
donde se confirmo que eran auténticas hojas de J. gossypiifolia.

Las hojas de Jatropha gossypiifolia L fueron recolectadas en el mes de febrero
en los sectores de Negro Primero y Barrio Ajuro, Cd. Bolivar, municipio Angostura
del Orinoco, Estado Bolivar, Venezuela. (Anexo 2).

Medicion del pH del suelo

Se tomd una muestra de tierra del sector Negro Primero del suelo donde se
encontraba la raiz de Jatropha gossypifolia, se mezclé una porcion de la tierra con
una solucion neutra y se midi6 el pH con papel tornasol teniendo como resultado un
pH de 8.

El mismo procedimiento fue aplicado a la muestra de tierra de donde se
encontraba la planta de la solucién N°2 en el sector Barrio Ajuro, dando como

resultado un pH de 7. (Anexo 3).

Preparacion de la decoccion

Se elaboraron 2 extractos acuosos de Jatropha gossypifolia, una de cada sector
de donde fueron recolectadas las hojas. Se prepararon con hojas frescas de la planta,
que fueron previamente lavadas con agua destilada. Se extrajo por decoccion con 20
gramos de la planta y un litro de agua destilada en un matraz de Erlenmeyer durante
15 min a 100°C, obteniendo de ambos despues de ese tiempo 800ml de cada extracto
acuoso de las hojas de J. gossypiifolia. (Anexo 4).
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Medicién del pH de las decocciones

El pH de ambas decocciones fue medido con papel tornasol, dando resultado

de 7. (Anexo 5).

Preparacion de las distintas diluciones a partir de la solucién madre

Se prepararon diluciones de los siguientes titulos 1:2, 1:8, 1:32, 1:128,
1:256(Anexo 6).

Medicion de la longitud de onda

Ambos extractos fueron medidos en distintas longitudes de onda, luego de graficar,
se evidencio que la decoccién debia leerse a 545nm, dando una absorbancia de 0,1390.

Conocimos asi la concentracion de los extractos por la féormula para calcular

-

%9 _ ~ 2000mg/dl.

volumsn  1000mi

Masza

concentracion: € =

Concentracion

Pudiendo calcular asi el factor de calibracion por la formula FC =

Absorbancia

2000myg Jdl
0,13%90

FC = = 14388,49

Luego fue medida la absorbancia de cada una de las diluciones, haciendo lecturas

repetidas para obtener un valor minimo de lectura-
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FACTOR DE CALIBRACION 14388,49
MUESTRAS ABS CONCENT |, . dades
CALCULADA
PURO 0,1390 2000 mg/dL
1:2 DIL 0,0510 733,81 mg/dL
1:8 DIL 0,0120 172,66 mg/dL
1:32 DIL 0,0030 43,17 mg/dL
1:128 DIL 0,0020 28,78 mg/dL
1:256 DIL*** 0,0009 12,95 mg/dL

CURVA DE CONCENTRACION DE DILUCIONES DE DECOCCION DE Jatropha spp VERSUS
ABSORBANCIA

0,1600

0,1390

Absorbancia
C
C
=
C

0200 0,0120
0,0200 0,0030 00020 00009

0 1 2 3 4 5 6 7

Soluciones de Jotropha gossypifolia
Esterilizacion y autoclavado de los discos de sensibilidad
Se lavaron los discos 3 veces con agua destilada y se llevaron a la autoclave

dentro de una placa de Petri. Para asegurar la inactivacion de esos antibidticos y

correcto secado de los discos se llevé al horno a 100°C por 24h. (Anexo 7).



22

Impregnacion de los discos de sensibilidad

Se impregnaron 30 discos de sensibilidad con 504 de la solucion madre y de
cada dilucion correspondientemente, se impregnaron ademas 30 discos con 204 de

agua destilada para usarse como control. (Anexo 8).

Antibiogramas por discos de sensibilidad

Se sembr6 en un agar muller-hinton Enterobacter spp, en otro agar
Staphylococcus aureus y se realizaron los antibiogramas usando los discos
impregnados con las soluciones, se dejaron durante 24 horas, y al pasar este tiempo se
observo un desarrollo normal de las bacterias, y no inhibicion en las distintas

soluciones de Jatropha gossypifolia. (Anexo 9).

Extracto acuoso de Jatropha gossypifolia directo sobre el agar con el asa

calibrada

Se inoculo sobre una placa de Mueller Hinton una dilucion de Staphylococcus
aureus y en otra una dilucién de Enterobacter, respectivamente, y usando un asa
calibrada nueva se tomé 10\ de cada solucion, partiendo por agua destilada en el
centro de la placa, la cual sirvié como control y luego a partir de la solucion madre y
las siguientes diluciones, dispuestas en sentido de las agujas del reloj como si se
tratara de discos de sensibilidad, se llevo a la estufa a una temperatura controlada de
35°C durante 24 horas y pasado el tiempo se observd que no fueron susceptibles.
(Anexo 10).
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Inoculacion en agar

Se prepar6 un agar Mieller Hinton con 2.10 gramos de agar y 40 ml de agua
destilada, se llevd a la autoclave y al salir y estar en una temperatura de 51C° se
vertio sobre las placas y simultdneamente se afiadié 204 de la decoccion con la
solucion de J. gossypifolia y se dejo reposar hasta solidificar. Una vez solido se
sembrd Enterobacter spp, Staphylococcus aureus y Salmonella spp respectivamente,
y se llevo a la estufa durante 24 horas. Al pasar las 24 horas se observé desarrollo en

las distintas soluciones de Jatropha gossypifolia. (Anexo 11).



DISCUSION

El uso de las plantas medicinales para curar y tratar enfermedades tiene registro
desde la antiguedad, con los afos se crearon medicamentos cuyos principios activos
son extraidos de plantas (Pérez et al., 2014), y su uso esta ampliamente favorecido y

aprobado por la Organizacion Mundial de la Salud (2014).

La préctica de la medicina tradicional con el uso de plantas ha sido transmitida
por generaciones, es adoptada con el desconocimiento de las proporciones y
cantidades en las cuales deben ser usadas, mas del 80% de la poblacion mundial hace
uso de las plantas medicinales (OMS, 2008). Actualmente, la crisis econdémica que
vive la poblacion venezolana, el elevado costo de los medicamentos y el dificil
acceso a centros de salud, han aumentado el uso de plantas especialmente en zonas

populares de la ciudad (Giraldo et al., 2009).

El uso indiscriminado de antibidticos ha provocado la disminucion de las
opciones para tratar infecciones bacterianas, ya que estos microorganismos generan
resistencia a los antibioticos. En la actualidad se deben tomar decisiones acertadas
ante la emergencia global, y explorar nuevas alternativas para hacerle frente a esta
crisis (OMS, 2014).

Existen plantas que tienen actividad antimicrobiana respecto a ciertas bacterias,

tienen menos efectos adversos y también se le adjudican otras propiedades. Una de

las alternativas utilizadas popularmente en las comunidades es Jatropha

24
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gossypiifolia, ocupa el tercer lugar entre las plantas medicinales que no son
comercializadas en el pais, es de facil acceso ya que se encuentra en muchos lugares
(Wu 2014).

Se experiment6 con hojas de Jatropha gossypiifolia de dos jardines y zonas
distintas de la ciudad para evaluar si habia alguna diferencia entre su actividad
antimicrobiana. Se disefiaron diferentes métodos para evaluar la supuesta actividad
antibidtica de la planta, sin embargo, en estos métodos que fueron probados y
estandarizados no se evidencié ninguna sensibilidad antimicrobiana o actividad
inhibitoria contra las diferentes cepas de representantes de los Gram negativos
(Enterobacter spp y Salmonella spp); y de los Gram positivos (Staphylococcus

aureus).

Esto difiere de lo encontrado por Félix-Silva et al., 2014, y Wu et al., 2019,
investigaciones en las que se evidenciaron un efecto antimicrobiano de Jatropha
gossypiifolia. En el caso de Félix-Silva et al., realizaron extractos etanolicos con las
hojas de la planta, a diferencia de esta investigacion, que obtuvo extracto acuoso por
decoccion, pudiendo volatilizar los diferentes componentes fitoquimicos de la planta
(Terpenoides, esteroides, saponinas, flavonoides, triterpenoides, taninos), los cuales,
pudieran tener algun efecto antimicrobiano. Por su parte, Wu et al., se diferencia de
esta, por el uso del aceite esencial del tallo de J. gossypiifolia, que demostr6 en la
misma investigacion, mas actividad que el aceite esencial de hoja contra bacterias las

de prueba.

En esta investigacion se pretendio reproducir en condiciones controladas y de
manera estandarizada la decoccion, forma popular de preparacion de la planta por las
personas en sus hogares, sin realizar extracciones ni procesos industriales, basada en

una encuesta previa donde las personas explicaron su forma de preparacion y
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proporciones, para evidenciar si la forma popular de consumo poseia efectos
antimicrobianos in vitro, a diferencia de las antiguas investigaciones realizadas

(Fonnegra y Jiménez 2009).

No se evidencio efecto antimicrobiano, lo que contrasta con la creencia popular
de que tenga efecto antimicrobiano sobre todo para infecciones de garganta y
gastrointestinales, en el caso de las infecciones de garganta podria deberse a el efecto
antiinflamatorio sefialado por Xavier-Santos et al., 2018. Entonces este efecto de
antiinflamacion o analgésico podria hacer pensar que la infeccion ha cedido, pero
realmente el efecto fue sobre el sintoma y no sobre la causa.

También se plantea la posibilidad de que en la poblacién se presente el efecto
placebo, siendo la modificacion, muchas veces fisiolégicamente demostrable, que se
produce en el organismo como resultado del estimulo psicol6gico inducido por la
administracion de una sustancia inerte, de un farmaco o de un tratamiento (Lanz y
Herndndez, 2014). Una de las afecciones que comunmente es tratada con esta
decoccién es la de garganta, los dolores pueden deberse a procesos virales, estos
suelen durar entre 24 y 48 horas y las personas que ingieren la decoccidn asumen que
la mejoria es por un efecto antimicrobiano, pero se trata del efecto antiinflamatorio
(Xavier-Santos et al., 2018).

La reserva de diferentes componentes fitoquimicos de las hojas de J.
gossypifolia pueden ser responsables de muchas actividades farmacolégicas (Rivero
2014). Félix-Silva et al.,, 2014, y Zengin et al., 2021, evidenciaron que los
compuestos de la planta tienen un efecto hemostatico para prevenir trastornos
hemorragicos, ya que el consumo de ella puede reducir los tiempos de coagulacién y

sangrado. También el uso tdpico del latex ha sido efectivo para tratar heridas y
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mordeduras de animales venenosos, pero también este y las semillas de la planta son

conocidas por su potencial toxico y toxicidad. (Wu et al., 2019).

De acuerdo a la investigacion realizada por Zengin et al., 2021, el compuesto
activo jatrofono muestra un mejor efecto anticancerigeno contra el carcinoma
hepatocelular, en comparacion con medicamentos anticancerigenos estandar como
sorafenib y trioxido de arsénico. También se evidencio como citotdxico contra células
de cancer de colon RKO por inducir significativamente la apoptosis a estas células de
una manera dependiente de la dosis (Zhang et al., 2018). Es complicado controlar la
cantidad de principio activo que se extrae por decoccion y los mecanismos
potenciales de estas actividades farmacoldgicas no se han explorado completamente
(Wu et al., 2019).



CONCLUSION

No se evidencio efecto antimicrobiano de los extractos acuosos de Jatropha
gossypiifolia sobre los gérmenes Gram negativos: Enterobacter spp y Salmonella
spp; y frente a Gram positivos: Staphylococcus aureus independiente de los métodos

ensayados, del pH del suelo y de las caracteristicas de donde fueron localizadas las

hojas.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios toxicoldgicos para determinar los principios activos de
Jatropha gossypiifolia.

El uso de las plantas medicinales debe ser observado con cuidado y no deben

aplicarse plantas en grupos vulnerables como nifios y ancianos

Deben considerarse los efectos toxicos que pueda tener esta planta, ya que es

complicado controlar la cantidad de principios activos que se extraen por decoccién

No asumir efectos antimicrobianos, antiinflamatorios si no hay una base

cientifica para esto.
En cuanto a los estudios posteriores se recomienda que se ensaye esta planta

utilizando concentraciones mayores, asi como usar otras partes de la planta como

tallos, ya que refieren tener una actividad mas potencial que las hojas.
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Anexo 1

Trabajo de Campo

Anexo 2

Identificacion de la planta
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Anexo 3

Medicién del pH del suelo

Anexo 4

Preparacién de la decoccion
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Anexo 5

Medicién del pH de las decocciones

Anexo 6

Preparacion de las distintas diluciones a partir de la solucién madre




39

Anexo 7

Esterilizacion y autoclavado de los discos de sensibilidad

Anexo 8

Impregnacion de los discos de sensibilidad
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Anexo 9

Antibiogramas por discos de sensibilidad

Anexo 10

Extracto acuoso de Jatropha gossypifolia directo sobre el agar con el asa

calibrada
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Inoculacion en agar
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