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Actividad antibacteriana de
Copaifera reticulata “Copaiba”
sobre Porphyromonas
gingivalis aisladas de pacientes
con periodontitis

Antibacterial activity of Copaifera reticulata *Copaiba” on
Porphyromonas gingivalis isolated from patients with periodontitis.

Resumen

Objetivo. Evaluar la actividad antibacteriana de la oleorresina de Copaifera reticulata (C.reticulata),
sobre la bacteria periodontopatdgena Porphyromonas gingivalis (P gingivalis) Metodologia. De un total
de 43 muestras de biopelicula subgingival de pacientes con periodontitis, se pudo aislar 20 cepas clinicas
de P gingivalis, su identificacién preliminar se dio por un crecimiento en el medio de agar sangre con
hemina y vitamina K, de colonias negro pigmentadas, estas colonias se purificaron para hacer pruebas de
catalasa, oxidasa y en medios de TSI, Citrato, Urea, Sim. Su identificacién definitiva se llevé acabo por
medio de la prueba automatizada de Api 20 A. Una vez aisladas en condicién de cepa se realizé el test
de difusién en placa, con discos cargados, en las concentraciones de 100 %, 50 %, 25 %, 12,5 %, 6,25
%, 3,12 %, 1,56 %, 0,78 %, 0,39 %, 0.19 %, teniendo como control positivo a la clorhexidina al 0,12
% y como control negativo al dimetilsulfoxido (DMSO). Resultados. Se determiné una sensibilidad
inicial y media de la copaiba al 100 % sobre P gingivalis, siendo su concentracién minima inhibitoria
media de 3,43 %. La estadistica no paramétrica de Kruskal Wallis, indica diferencias significativas (P
5 %), entre las diferentes concentraciones de la Copaifera reticulata y el control positivo. Conclusién.
Basado en la experimentacién, se concluye que la Copaifera reticulata presenta actividad antibacteriana
sobre P gingivalis, siendo la concentracién del 100 % la que presenta mayor actividad, superando a la
clorhexidina al 0,12 %, producto muy usado como complemento en el tratamiento de la periodontitis.
Proponiendo un posible uso de la oleorresina de copaiba en esta patologfa.

Palabras clave: Oleorresina de Copaifera reticulata, Porphyromonas gingivalis, actividad antibacteriana,
periodontitis.

Abstract

Objective: the objective of this study was to evaluate the antibacterial activity of oleoresin Copaife-
ra reticulate (C. reticulata) on Periodontopathogenic bacteria Porphyromonas gingivalis (P gingivalis )
Methodology: From a total of 43 samples of subgingival plaques of patients with periodontitis, it was
isolated 20 clinical strains of P gingivalis, the preliminary identification occurred by growth of black
pigmented colonies on blood agar with hemin and vitamin K, these colonies were purified to test for
catalase, oxidase and TSI, Citrate, Urea, Sim means. Definitive identification was held by means of the
automated testing of Api 20 A. Once the strain were isolated the diffusion test was performed on plate,
with discs loaded with the oleoresin at concentrations of 100 %, 50 %, 25 %, 12,5 %, 6,25 %, 3,12
%, 1,56 %, 0.78%, 0,39 %, 0,19 %, taking 0,12 % chlorhexidine as a positive control, and copaiba
dimethylsulfoxide (DMSO) as a negative control. Results: The Initial-media sensitivity was determined
at 100% copaiba for P gingivalis, being the average minimum inhibitory concentration at 3.43%. The
differences between other concentrations of Copaifera reticulata and positive control were statistically
significant for Kruskal Wallis test (P < 5 %). Conclusion: Based on experimentation, we conclude
that the Copaifera reticulata has antibacterial activity on P, gingivalis, being the major activity at 100%
concentration, beating the 0,12 % chlorhexidine, product widely used as a complement of periodontitis
tratment. Proposing a possible use of copaiba oleoresin in this pathology.
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Introduccion chys mollis® (muna), Erythroxylum novo-
granatense® (coca), presentan una activi-

La flora peruana es en la actualidad un . . .
p dad antibacteriana sobre una diversidad

libro abierto, para descubrir una diver-
sidad de plantas, que presentan diversos
principios activos que pueden curar o
reducir nuestras enfermedades. Se tie-
ne conocimiento de plantas como la
Caesalpinia spinosa’ (tara), Minthosta-

de microorganismos, causante de enfer-
medades como faringitis, bronquitis,
neumonfa, infecciones urinarias, etc.
Asf también la oleorresina de Copaife-
ra reticulata (copaiba) es utilizada para

una diversidad de enfermedades, por
sus propiedades curativas, siendo su uso
bdsicamente tradicional, conocimiento
ancestral que va pasando de generacién
en generacién. Se tiene reporte que el
origen de su uso fue iniciado por un
acto de observacion, al ver a los anima-
les afrontarse a dicho 4rbol y frotar sus
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heridas en el®. En la actualidad muchas
tiendas naturistas ofrecen la oleorresi-
na de Copaiba para una diversidad de
enfermedades, pero su aplicacién a en-
fermedades de la cavidad bucal no estd
documentada.

En la cavidad bucal las patologias mds
resaltantes son la caries dental, cuyo
mayor agente etiolégico microbiano
es el Streprococcus mutans® y las en-
fermedades periodontales, cuya mayor
lesién destructiva es la periodontitis
crdnica, cuyo agente etioldgico micro-
biano més relevante es la Porphyromo-
nas gingivalis®.

La Copaifera reticulata es un drbol que
puede llegar a medir 40 m de altura,
con 120 cm de didmetro aproximada-
mente, de fuste alto, recto y cilindri-
co, sin aletas, copa globosa y amplia,
corteza externa de color amarillo olivo
a castafio, de apariencia lisa, con des-
prendimiento papiraceo”®.

En el Pert se halla de forma natural en
los bosques amazénicos de los departa-
mentos de Loreto, Ucayali, Hudnuco,
San Martin y Madre de Dios’.

La oleorresina que se obtiene de este
drbol es sintetizado por células paren-
quimaticas que lo secretan a canales
formados por esquizoigenia (dilata-
cién de los espacios intercelulares)
localizados en todas las partes del 4r-
bol. Estos canales se intercomunican
en fajas concéntricas en los anillos de
crecimiento del tronco, formando un
anillo ininterrumpido, por lo que su-
puestamente al hacer una perforacién
en el tronco, el aceite de todo el drbol
fluye hacia el orificio'. Este es un li-
quido transparente con viscosidad y
color variable, con una mixtura de ses-
quiterpenos y diterpenos?, siendo los
principales sesquiterpenos; B-Cariofi-
leno, B-Bisabolene, o-humuleno™! y
entre los diterpenos; dcido copaiferico,
colavenol, dcido Hardwickico, dcido
copilico' .

El mecanismo de accién antibacteriana
de la oleorresina de Copaiba, postula
en la disrupcién de la membrana celu-
lar y lisis bacteriana, generalmente por
diterpenos o sesquiterpenos, la cual se
da por su estructura lipofilica, con ca-
pacidad de insertarse, en el interior de
la membrana celular, unirse en una po-
sicién estratégica e interactuar con los
grupos fosforilados de la membrana®s.

En la medicina tradicional la oleo-
rresina de copaiba es utilizado como
antiinflamatorio'®,  antimicrobiano®,
antileishmaniasico'®, cicatrizante!” 'y
anticumoral'®, reportes de su posible
uso en la cavidad bucal no se tiene do-

cumentado.

Materiales y método

La obtencidn de la oleorresina de C. re-
ticulata se hizo de las reservas naturales
de nuestra amazonia, ubicado en la pro-
vincia de Maynas, Iquitos-Perd, su con-
firmacién taxonémica fue hecha por el
Herbario Amazonense de la Universi-
dad Nacional de la Amazonia Peruana
(UNAP). Su estudio fisico- quimico
como la cromatografia de gases acopla-
do a un espectrémetro de masas se rea-
liz6 para evidenciar sus componentes
mds resaltantes.

Para el aislamiento de las Cepas clini-
cas de P gingivalis, se recolectaron 43
muestras de biopelicula subgingival de
pacientes con periodontitis. Las mues-
tras fueron recogidas con conos de pa-
pel N° 30 6 40, dejados por 30 a 60
segundos dentro del surco periodontal,
luego retirado y colocado en el medio
de transporte BHI (infusién cerebro
corazén). Se preparan diluciones de la
muestra en BHI en proporciones de
107,102,107, para luego tomar 100puL
de las diluciones 102y 107 y ser sem-
brados en agar sangre suplementado, se
incuba en condiciones de anaerobio-
sis a 37 °C por un periodo de 10 a 14
dias. Pasado el tiempo de incubacién se
observa el crecimiento de colonias cir-
culares con un didmetro de 1 a 2 mm,
convexa, de un color marrén oscuro a
negro, se resiembra la colonia y se reali-
zan prueban preliminares de coloracién
Gram, catalasa, oxidasa, Sim, Citrato,
TSI, Urea. La identificacién definitiva
se realizé por medio del test de Api 20
anaerobios.

La determinacién de la actividad anti-
bacteriana de C. reticulara sobre P gin-
givalis, se realizé por medio de la prue-
ba de difusién en placa, para lo cual, la
oleorresina fue diluida en 10 diferentes
concentraciones, utilizando como di-
luyente al dimetilsulfoxido (DMSO),
siendo la primera concentracién del
100 % de la oleorresina, luego 50 % v/v,
25 % vlv, 12,5 % vlv, 6,25 % v/v, 3,12
% v/v, 1,56 % v/v, 0,78 % v/v, 0,39 %

viv, y 0,19 % v/v. Se prepara un pa-
trén de turbidez de 1 de Mac Farland
(3x10% UFC/mL) de la bacteria P gin-
givalis, para ser sembrada por disemi-
nacién en agar sangre suplementado,
paso siguiente fue colocar los discos de
6 mm de didmetro cargados con 10 pL
de las diferentes concentraciones sobre
la placa de agar, se colocé un disco car-
gado con clorhexidina al 0,12 % como
control positivo y otro cargado con
DMSO como control negativo.

El nivel de la actividad antibacteriana
se hizo mediante la medicién de los
halos de inhibicién y comparacién de
rangos de sensibilidad segin Oroma-
tograma de Duraffourd, el cual deter-
mina una sensibilidad nula a halos in-
feriores o iguales a 8 mm, sensibilidad
limite a halos de 9 a 14 mm, sensibi-
lidad media a halos de 15 2 19 mm y
sumamente sensible a halos mayores
de 20 mm.

Resultados

De un total de 43 muestras de biope-
licula subgingival, se obtuvieron 20
cepas clinicas de P, gingivalis, cuyas ca-
racteristicas de colonia y pruebas pre-
liminares se mencionan en la Tabla 1.

En relacién a la sensibilidad generada
por la oleorresina de C. reticulata sobre
P, gingivalis, esta tiene una sensibilidad
de limite a media, generando una ma-
yor sensibilidad la concentracién del
100 %, siendo esta sensibilidad mejor

que el control positivo que es la clor-
hexidina al 0,12 %. Tabla 2.

La determinacién de la Concentracién
Minima Inhibitoria CMI fue identifi-
cada como la menor concentracién de
la oleorresina de C. reticulata, que ge-
nera un halo, obteniéndose una media

de la CMI de 3,43 %. Fig. 1.

Aplicando la prueba de Kruskal-Wa-
llis, obtenemos diferencias significati-
vas (P < 5 %) entre las concentraciones
consideradas en el estudio y el control
positivo. El diagrama de cajas describe
la variacién de la mediana en las dis-
tintas concentraciones en cada grupo
de estudio, la mayor variacién se ob-
serva en las concentraciones de 100 %,
50 %, y 25 %, con respecto a la varia-
cién del control positivo. Las menores
concentraciones presentan una menor
variacion. Fig. 2.
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Tabla 1. Caracteristicas de crecimiento en cultivo y pruebas preliminares de p. gingivalis

Medio Agar Sangre suplementado (descripcidn de colonias) Pruebas preliminares
N° muestras Tamafio Elevacion Borde Forma Color Catalasa Oxidasa
20 12-20 presente regular redonda negro negativo negativo

Tabla 2. Determinacién de la sensibilidad segiin tamaiio de los halos (Duraffourd)

Concentraciones S. Nula S. Limite S. Media Sumamente Total
C. reticulata <8 mm 9-14 mm 15-19mm Sensible n %
n % n % n % 220mm
100 11 55% 09 45% 20 100%
50 19 95% 01 5% 20 100%
25 01 5% 19 95% 20 100%
12.5 03 15% 17 85% 20 100%
6.25 14 70% 06 30% 20 100%
312 20 100% 20 100%
1.56 20 100% 20 100%
0.78 20 100% 20 100%
0.39 20 100% 20 100%
0.19 20 100% 20 100%
Clorhexidina 0.12% 20 100% 20 100%

Control positivo

DMSO 20 100% 20 100%

Control negativo

Fig. 1. Obsérvese los halos de inhibicién segtin concentracién, copaiba al 100 % mayor halo de inhibicién circulo de color azul, Control positivo Clorhex-
idina al 0,12 % circulo de color verde, Control negativo DMSO circulo de color rojo y copaiba al 3,12 % menor halo de inhibicién circulo color amarillo.
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Fig. 2. Diagrama de cajas

Discusion

En relacién al aislamiento de P gin-
givalis, autores como Tanner”, Kor-
nman® y Dahlen” han determinado
su presencia en lesiones periodontales,
desarrollando técnicas y medios para
su aislamiento con resultados bastan-
tes similares. En nuestro estudio cono-
ciendo las caracteristicas exigentes de
la bacteria, hemos utilizado un medio
enriquecido como el agar sangre su-
plementado con hemina y vitamina K,
para un aislamiento prelimina. Slots*
utiliza para la recuperacién de este mi-
croorganismo un medio selectivo a base
de agar Columbia complementado con
agentes inhibidores como colistin sulfa-
to, 4cido nalidixico y bacitracina, con
lo cual mejora la recuperacién de este
microorganismo. Para la recuperacion
de esta bacteria se toman muestras de
biopelicula subgingival que son reco-
gidas con conos de papel, para luego
ser llevados al medio BHI, luego di-
luidos en proporciones de 107,102,
1073, siendo sembradas las dos tltimas
diluciones. Este procedimiento es una
variacién de lo que otros investigadores
hacen como Slots* o Tanner", ya que a
mayores diluciones podemos recuperar
a la bacteria en colonias separadas y di-
ferenciadas.

De los estudios fisico-quimicos de la
oleorresina de C.reticulata, se han po-
dido identificar compuestos como ses-
quiterpenos y diterpenos por diferentes
autores como Valdir?, Pieri’, Herrero'?,
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Concentracién

que describe variaciones de las distintas concentraciones en el estudio.

mencionado que las sustancias con ma-
yor concentracién son los sesquiterpe-
nos, destacando la presencia de - ca-
riofileno, como el producto de mayor
concentracién. Entre los diterpenos de
mayor consideracién se menciona al
4cido copalico, el cual por su presencia
en todas las especies del género Copai-
fera es considerado por algunos inves-
tigadores como producto marcador de
la oleorresina. En nuestro estudio se
determind la presencia de algunos com-
puestos de la oleorresina de Copaifera
reticulata, por cromatograffa de gases
acoplado a un espectrémetro de masas,
el cual identifico de forma cualitativa la
presencia de B-cariofileno, el cual es in-
dicado como un posible generador del
efecto antibacteriano de la oleorresina.

La capacidad antibacteriana de la oleo-
rresina de Copaiba estd comprobada
por su accién sobre bacterias Gram
positivas como Stafilococcus aureus, ba-
cillus subtilis, Enterococos faecalis, Strep-
tocococus mutans, mencionados por Pa-
checo®, Oliveira dos Santos®, Pieri*.
Aunque ensayos de Gongalves”, de-
muestran accién inhibitoria contra Pro-
teus mirabilis, Shiguella sonnei, asi como
Mendonéa® sobre E. coliy Pseudomonas
aeruginosa. Estudios recientes de Souza
comprueban la actividad antibacteriana
de diterpenos de Copaifera langdorffii
contra bacterias anaerobias periodonta-
les predominantes en la enfermedad pe-
riodontal. Sobre P, gingivalis no se tiene
reporte si es sensible a la oleorresina de

Copaifera reticulara. En nuestro pais,
seglin reportes, el uso de la oleorresina
de copaiba es variada, desde antimicé-
tico, antiinflamatorio, cicatrizante, no
habiendo reportes de su uso en la cavi-
dad bucal en procesos de periodontitis,
donde la P gingivalis es la bacteria més
relevante. Por lo que nuestro resultados
son bastantes prometedores, ya que al
enfrentamiento de la oleorresina de Co-
paifera reticulata frente a P gingivalis,
esta presenta una sensibilidad limite a
media segin Oromatograma de Du-
rraffourd”, repitiéndose lo mismo en
todas las cepas clinicas aisladas, demos-
trando asf su capacidad antibacteriana.

Conclusiones

La oleorresina de Copaifera reticulata
”Copaiba” presenta actividad antibac-
teriana sobre Porphyromonas gingivalis,
aislada de muestras de biopelicula sub-
gingival de pacientes con periodontitis,
presentando una Concentracién Mini-
ma Inhibitoria de 3,43 %, asi como una
mayor actividad que la clorhexidina al
0,12 %. Proponiéndose un posible uso
como antiséptico que complementaria
el tratamiento odontolégico de la pe-
riodontitis.
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