Actividad antimicrobiana contra biopeliculas de Streptococcus mutans y efecto
citotoxico sobre queratinocitos y fibroblastos, del aceite esencial de Cymbopogon

citratus, y sus componentes citral y mirceno

Antimicrobial activity against Streptococcus mutans biofilms and cytotoxic effect
on keratinocytes and fibroblasts, essential oil of Cymbopogon citratus, and its citral

and myrcene components
Estudiante: Mailen Ortega Cuadros
Tutor: Maria Cecilia Martinez Pabon

Comité tutorial: Adriana Tofifio, David Galvis y Luciano Merini

Resumen

Antecedentes: la caries es una enfermedad relevante en salud publica; las estrategias
preventivas tradicionales han mostrado efectos limitados y reacciones adversas. Asi,
vemos necesario ampliar las investigaciones sobre nuevas sustancias coadyuvantes. Los
aceites esenciales obtenidos de Cymbopogon citratus, contienen componentes con
efecto antimicrobiano como citral y mirceno, de posible uso clinico en el tratamiento de
la caries. En este sentido, su efecto antimicrobiano sobre la microbiota de la cavidad

bucal y citotoxicidad sobre células de la mucosa oral, deben ser evaluados.

Objetivo: evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Cymbopogon
citratus y los componentes citral y mirceno contra Streptococcus mutans ATCC

UA159, asi como su citotoxicidad sobre queratinocitos y fibroblastos humanos.

Metodologia: el efecto de la viabilidad contra Streptococcus mutans en biopeliculas se
evalud por exposicion a las tres sustancias utilizando la técnica MBEC-high-throughput
a concentraciones 1, 0,1, 0,01 pg/mL y clorhexidina como control positivo. La
citotoxicidad de los compuestos se evaluo sobre queratinocitos y fibroblastos mediante
la técnica de reduccion de MTT.

Resultados: las tres sustancias evaluadas presentaron efecto sobre la viabilidad de

Streptococcus mutans con mortalidad entre 74,53 % y 96,09 %, sin diferencia



significativa entre ellos (p > 0,393) ni frente a clorhexidina (p = 0,06), ademas no se

evidencio citotoxicidad sobre queratinocitos y fibroblastos en un tratamiento de 24 h.

Conclusion: los compuestos evaluados presentaron un efecto microbiologico
comparable al de clorhexidina, por tanto, se considera que deben seguir siendo
estudiados como potenciales coadyuvantes para la prevencién de caries dental que

generen menores efectos adversos.

Palabras claves: caries dental, biopeliculas, citotoxicidad, Streptococcus mutans,
Cymbopogon citratus, citral, mirceno,

Summary

Background: the caries is a relevant disease in public health, traditional preventive
strategies have shown limited effects and adverse reactions. Thus, we need to expand
research on new adjuvants. The essential oils obtained from Cymbopogon citratus
contain antimicrobial components such as citral and myrcene, which may be used
clinically in the treatment of caries. In this sense, its antimicrobial effect on the specific
microbiota of the oral cavity and cytotoxicity on cells of the oral mucosa, should be

evaluated.

Objective: to evaluate the antimicrobial activity of the essential oil of Cymbopogon
citratus and the citral and myrcene components against Streptococcus mutans ATCC

UA159, as well as its cytotoxicity on keratinocytes and human fibroblasts.

Methodology: the effect of viability against Streptococcus mutans on biofilms was
evaluated by exposure to the three substances using MBEC-high-throughput at
concentrations 1, 0,1, 0,01 pg / mL and chlorhexidine as positive control. The
cytotoxicity of the compounds was evaluated on keratinocytes and fibroblasts by the

MTT reduction technique.

Results: the three substances evaluated had an effect against the viability of
Streptococcus mutans with mortality between 74,53 % and 96,09 %, without significant
difference between them (p > 0,393) and against chlorhexidine (p = 0,06). In addition,
there was no cytotoxicity on keratinocytes and fibroblasts in a 24 h.



Conclusion: the compounds evaluated had a microbiological effect comparable to that
of chlorhexidine, therefore it is considered that they should continue to be studied as
potential adjuvants for the prevention of dental caries that generate less adverse effects.

Key words: dental caries, biofilms, cytotoxicity, S. mutans, Cymbopogon citratus,

citral, myrcene.

Introduccion

La cavidad oral es un ambiente dinamico que alberga una amplia variedad de
microorganismos, cuyo estilo de vida se caracteriza por la formacion de biopeliculas o
placa bacteriana (Kolenbrander, 2000; Lemos et al., 2005). La biopelicula se desarrolla
naturalmente sobre la superficie dental a partir de polimeros extracelulares,
glicoproteinas salivales, fosfoproteinas, lipidos, células del sistema inmune,
glucosiltransferasas, glucanos y consorcios microbianos (Costerton et al., 1994), los
cuales interaccionan mediante sistemas dinamicos de sefializacion o quorum sensing
promoviendo la proteccion y resistencia de las especies microbianas frente a variaciones
ambientales y agentes antimicrobianos (Marsh, 2005; Aquino et al., 2012; Jhajharia et
al., 2015 ). La placa bacteriana previene la colonizacién de la cavidad bucal por
especies exogenas, manteniendo de esta forma un equilibrio benéfico con el
hospedador; sin embargo, cuando esta homeostasis se pierde, se altera el metabolismo
de las comunidades microbianas, transformando la composicién de la biopelicula hasta
un estado potencialmente patdégeno que permite la aparicion de enfermedades dentro de
las cuales destaca la caries dental (Marsh, 2005), la cual desde la perspectiva de la salud
publica, representa un problema a nivel mundial (OMS, 2012; Giacaman et al, 2013),
con antecedentes entre 33,27 y 98% en la poblacién general de Latinoamérica y
Colombia (Bonecker & Cleaton-Jones, 2003; MINSALUD, 2014). La caries se define
entonces como una enfermedad compleja, de origen multifactorial, en la que interacta
un amplio grupo de determinantes bioldgicos, socio-econdémicos y culturales,
caracterizada por la destruccion del esmalte dental (Fejerskov, 2004). Esto se debe
principalmente a la accion de los acidos producidos por las principales especies
acidogénicas de la cavidad bucal, que incluyen Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus y Lactobacillus spp (Liébana, 2002; Maeda et al., 2013). Tanto por sus

propiedades aciddricas y acidogénicas, crecimiento competitivo, capacidad de



adherencia y formacion de biopeliculas; como por su resiliencia frente a los cambios
ambientales basada en el transporte y metabolismo de una amplia variedad de
carbohidratos dietéticos, S. mutans es un excelente modelo cariogénico (Loesche, 1986;
Banas, 2004; Lemos & Burne, 2008; Moye et al., 2014).

Entre los mecanismos de control de la placa bacteriana y prevencion de la caries dental,
se encuentra, el cepillado (Ghassemi et al., 2013), el uso de seda dental (Lde, 2000),
enjuagues bucales, pastas y barnices a base de clorhexidina y fllor (Rodrigues et al.,
2011; James et al., 2017), fenoles y derivados de amonio cuaternario (Twetman, 2004).
Aunque varias de estas sustancias cuentan con suficiente evidencia sobre su efecto
preventivo (Bascones & Morantes, 2006; Kalesinskas et al., 2014), se ha encontrado que
pueden producir efectos adversos cuando se usan dosis superiores a las terapéuticas o en
exposiciones prolongadas; induciendo fluorosis dental (fluoruros) (Jha et al., 2011),
disgeusia y pigmentacion dental (clorhexidina) (Varoni et al., 2012), sensacion de
quemazon y efectos erosivos en el esmalte (compuestos de amonio cuaternarios y
fenoles) (Bascones & Morantes, 2006; de Aradujo et al., 2015).

Por otro lado, existen grupos con necesidades especiales en cuanto a higiene bucal en
quienes una opcion quimica para prevencion y terapéutica puede tener mayor utilidad.
Algunos ejemplos son aquellos individuos con trastorno por déficit de atencion con
hiperactividad (Blomqvist et al., 2005), nifios con trastorno del sindrome autista (Lowe
& Lindemann, 1985), personas con sindrome de Sjogren (Mavragani & Moutsopoulos,
2010; Leung et al., 2004) y pacientes con cancer de cabeza y cuello que como
consecuencia de los tratamientos con radioterapia, cirugia y quimioterapia (Pfister et al.,
2015) presentan alteracion sobre las gandulas salivales desarrollando hipo salivacion
irreversible, haciendo més susceptible el desarrollo de caries (Jensen et al., 2010; Hong
et al., 2010).

Un tema de creciente interés en la literatura esta enfocado en los productos naturales y
sus derivados (Lang & Buchbauer, 2012), entre los cuales destacan los aceites
esenciales, cuyas propiedades proveen una amplia diversidad quimica (Cos et al., 2016)
representada principalmente por compuestos de tipo terpenoides y fenilpropanoides
(Calsamiglia et al., 2007) que han desempefiado un papel fundamental en terapias como
antibacterianos, anticancerigenos y antifungicos (Butler, 2008). Cymbopogon citratus
(DC) Stapf es una planta aromatica perenne perteneciente a la familia Poaceae

(Gramineae), nativa del sureste de Asia, cultivada a nivel mundial en regiones tropicales



y subtropicales (Gupta & Jain, 1978), popularmente conocida en diversos paises como
hierba luisa, citronela, lemongrass, te limon, cafia santa (Negrelle & Gomes, 2007) y
limoncillo en Colombia (Tofifio-Rivera et al., 2016a).

Los aceites esenciales de C. citratus y sus compuestos citral y mirceno han sido
reportados como sustancias con propiedades antimicrobianas sobre cultivos
planctonicos de S. mutans (Vargas et al., 2010; Chaudhari et al., 2012; Almeida et al.,
2013; Fazeelath Banu & Geetha, 2015). Por su parte, tanto Almeida et al. (2013), como
Tofifio-Rivera et al. (2016a), demostraron actividad antimicrobiana de un aceite
esencial de C. citratus sobre biopeliculas de S. mutans (Tofifio-Rivera et al., 2016a;
Almeida et al.,, 2013). A su vez, Aiemsaard et al. (2011) demostraron el efecto
antimicrobiano de citral sobre cultivos plancténicos y biopeliculas de Staphylococcus
aureus (Aiemsaardet al., 2011), mientras Bernardes et al. (2010) identificaron que el
mirceno posee alguna actividad antimicrobiana sobre Streptococcus salivarius,

Streptococcus mitis y S. mutans (Bernardes et al., 2010).

Por su parte, estudios previos en los que se evallUa el efecto del aceite esencial de C.
citratus sobre células eucariotas, presentan resultados variables. Se ha identificado que
el aceite no presenta citotoxicidad sobre células HaCaT (queratinocitos humanos) (Koba
et al., 2009), células Vero ATCC CCL-81 (Cercopithecus aethiops African green
monkey kidney cells) (Correa-Royero et al., 2010) ni células CHO (Chinese hamster
ovary cells) (Tofiflo-Rivera et al., 2016a), mientras que otros estudios reportan discreta
citotoxicidad sobre las células odontoblastéides MDPC-23 (Vargas et al., 2010) y
toxicidad sobre células CHO vy fibroblastos humanos no cancerigenos (WI138 ATCC no.
CCL-75) (Kpoviessi et al., 2014).

Considerando que la caries dental es producida por microorganismos organizados en
biopeliculas (Kolenbrander, 2000; Lemos et al., 2005); que la composicion de los
aceites esenciales puede presentar variaciones de acuerdo a factores geo-botanicos; el
quimiotipo de la planta; los métodos de extraccion (Duran et al., 2007; Lopes da Silva et
al., 2010) y la técnica de evaluacion del efecto antimicrobiano, el objetivo de este
estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de C. citratus y los
componentes citral y mirceno contra la viabilidad de biopeliculas de S. mutans v,
paralelamente su citotoxicidad sobre celulas HaCaT (queratinocitos) y fibroblastos
humanos, con el fin de identificar su compatibilidad bioldgica con los tejidos.



Materiales y métodos
Disefio experimental

v Tipo de estudio: experimental in vitro

v Variables de respuesta (dependiente): % de mortalidad y % de viabilidad

v’ Factor (variable independiente): sustancias (aceite esencial de C. citratus,
componentes citral y mirceno)

v Niveles de los factores: 1 pg/mL. 0.1 pg/mL y 0.01 pg/mL

v Muestra: no probabilistica, por conveniencia

v" Repeticiones de cada experimento: 3
1. Obtencidn de aceite esencial y analisis fitoquimico

La obtenciéon de aceite esencial de C. citratus fue realizada por la Asociacion de
productores Agroecologicos indigenas Kankuamos de la Sierra nevada de Santa Marta
(ASOPROKAN), en el resguardo indigena Kankuamo en Atanquez, Cesar (1200
msnm), a partir 1000 g de hojas de la planta (cosechada en octubre-noviembre, época
lluviosa) mediante la técnica de destilacion por arrastre con vapor. La obtencion del
aceite esencial de parte de ASOPROKAN no requirio el cumplimiento de los decretos
1320 de 1998 del Ministerio del interior, decision andina # 391 del 2 de julio de 1996 y
1375- 1376 del 2013 del ministerio de ambiente y desarrollo sostenible dado, que esta
asociacion esta legalmente constituida ante camara y comercio de la ciudad de
Valledupar para la venta comercial de café, cacao y aceites esenciales; por lo cual no se
requiere consulta previa con el resguardo Kankuamo, ni de acceso al recurso biologico
para adquirir los productos comerciales generados por dicha asociacién en ese
resguardo. Por otro lado, para comprobar la identidad genética del material vegetal del
cual se obtuvo el aceite esencial, se tomaron especimenes completos del cultivo
comercial de ASOPROKAN, el cual se clasificd en el Herbario José Cuatrecasas de la
Universidad Nacional Sede Palmira; el analisis fitoquimico fue realizado mediante
cromatografia de gases con detector selectivo de masas (GC-MS), en el laboratorio del
Grupo de Investigacion Quimica de los Productos Naturales de la Universidad de
Cordoba, Monteria; segin se describe en un trabajo previo realizado por este mismo
grupo de investigacion (Tofifio-Rivera et al., 2016a). Al identificar como componentes

mayoritarios del aceite esencial de C. citratus a los compuestos citral y mirceno, se



definid la utilizacion de estos en presentacion comercial (citral cis+trans 95% de Alfa
aesar. Karlsruhe Alemania) (mirceno grado técnico Sigma-Aldrich Chemical. St Louis,
MO, USA), con el fin de identificar de manera individual su posible participacion en el

efecto de la viabilidad contra S. mutans en biopeliculas.
2. Curvas de crecimiento de S. mutans en cultivos planctonicos y biopeliculas

La curva de crecimiento bacteriano se realiz6 mediante la medicion de la densidad
Optica (DO) a 600 y 625 nm y el recuento en placa de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC/mL). La cepa S. mutans ATCC UA159, fue gentilmente donada por el
Laboratorio de Microbiologia e Histopatologia bucal, facultad de Odontologia,
Universidad de Antioquia. El cultivo se realiz6 en agar y caldo Infusion Cerebro
Corazon (BHI; Merck KGaA. Darmstadt Alemania) con CO, 5 % durante 48 horas a
37°C para obtener un indculo con turbidez equivalente a 1,0 o 0,5 del patron de Mc
Farland, segln se tratara de cultivo planctonico o de biopeliculas, siguiendo el protocolo
descrito por Segura et al. (2014) y He et al. (2015) respectivamente, con minimas
modificaciones (Segura et al., 2014; He et al., 2015).

Las curvas de crecimiento de S. mutans en cultivos planctonicos fueron realizadas con
el fin de conocer el mejor momento para obtener el inéculo correspondiente entre 1x10’
- 1x10™ UFC/mL, se inicié con un indculo correspondiente al patrén 1,0 de Mc Farland
(DO ~ 0,257) a 600 nm, se realizé una dilucién 1:30 con caldo BHI suplementado con
0,2 U bacitracina. Esta dilucién se alicuot6 en 14 viales de 1,5 mL, que posteriormente
se incubaron a 37°C con CO; al 5 %. Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro
(GENESYS 10s UV-Vis. Madison USA) cada hora durante 14 h y se realizaron
diluciones seriadas 10" a 10® en caldo BHI, para posteriormente inocular estas
diluciones mediante la técnica de spot en agar BHI suplementado con 0,2 U de
bacitracina y realizar recuento de UFC/mL después de 48 h de incubacion. Para estos

ensayos se realizaron 4 repeticiones.

El ensayo MBEC™ (Minimum Biofilm Eradication Concentration) es un ensayo de
deteccidn de alto rendimiento utilizado para determinar el efecto antimicrobiano frente a
biopeliculas de una variedad de microorganismos. El MBEC consiste en una tapa de
plastico con 96 clavijas donde se establecen las biopeliculas y una base correspondiente.

Las biopeliculas se transfieren a una nueva placa de 96 pozos para la prueba de



inhibicién microbiana. El disefio del ensayo permite la prueba simultanea de mdaltiples

sustancias en concentraciones multiples con muestras repetidas (Innovotech, 2015).

Teniendo en cuenta las recomendaciones del proveedor del aditamento MBEC vy las
necesidades nutricionales de S. mutans, se realiz6 una evaluacion preliminar con la
adicion de diferentes suplementos al caldo de cultivo de biopeliculas, en busca de la
combinacion que permitiera el mayor crecimiento de las biopeliculas con la menor
adicion de suplementos al caldo de cultivo. Se utilizé BHI, BHI suplementado con 0,2
U bacitracina, sacarosa al 5 % y al 10 %. La curva de crecimiento se inicié con un
inéculo correspondiente al patrén 0,5 de Mc Farland (DO ~ 0,08 — 1,0) a 625 nm, se
realizaron diluciones 1:15 con cada sustrato, los cuales, posteriormente se distribuyeron
por duplicado en una caja MBEC-high-throughput 19131 (MBEC-HTP) (Innovotech,
Edmonton, Alberta, Canada) de 96 pozos (150 pL en cada pozo), esta caja se incubd
posteriormente en una jarra de anaerobiosis con CO, 5 % Yy agitacion por balanceo
(Unimax 1010. Heidolph®) a 110 balanceos por min (bpm) y 37°C durante 144 h,
reemplazando el medio de cultivo por medio fresco cada 24 h. Una vez incubadas las
biopeliculas, y con ayuda de una pinza mosquito, se fracturaron tres clavijas para

realizar los siguientes procedimientos:
2.1. Recuento de células viables (UFC/mL)

La clavija se trat6 con un sonicador (MIDMARK Soniclean modelo M 150) a 42 kHz
durante 30 min, luego de lo cual se realizaron diluciones seriadas de 10™ a 10, para su
posterior siembra en agar BHI, mediante la técnica de spot y recuento de UFC/mL

después de 48 h de incubacion.
2.2. Tincion con cristal violeta

Se aplico el procedimiento descrito por Fuentes-Garcia et al. (2009) (Fuentes-Garcia et
al., 2009) con algunas modificaciones. La clavija se sumergio en 1 mL de cristal violeta
al 0,5 % permitiendo su reaccion durante 30 min. Se enjuagaron las clavijas con agua
destilada estéril y se secaron a temperatura ambiente; posteriormente se visualizaron en
el Estereoscopio a 6,5 aumentos (Zeiss stemi 2000-C) para verificar la formacion de la

biopelicula.

2.2. Microscopia electronica de barrido (SEM)



Se aplicaron los procedimientos descritos por Fuentes-Garcia et al. (2009) (Fuentes-
Garcia et al., 2009) con algunas modificaciones. La clavija se sumergio en
glutaraldehido 2,5 % durante toda la noche. Luego, se hicieron tres lavados con buffer
fosfato salino (PBS) durante 5 min cada uno, posteriormente se lavaron con agua
destilada y se deshidrataron durante 15 min en concentraciones crecientes de etanol al
50 %, 75 % y 95 %, seguido de una deshidratacion final con etanol al 100 % durante 15
min con tres repeticiones. Posteriormente, la muestra se fijo con cinta de grafito y fue
recubierta con oro en un pulverizador catédico (DENTON VACUUM Desk 1V), hasta
lograr un espesor de capa de ~20 nm. Para realizar la medicion, la muestra se analizo en
un Microscopio Electrénico de Barrido (JEOL JSM 6490 LV), en alto vacio. Se empled
el detector de electrones secundarios (SEI) para evaluar la morfologia y topografia de la

muestra.
3. Determinacion del efecto sobre la viabilidad contra S. mutans en biopeliculas

Para la obtencion de las biopeliculas, se realizaron cultivos monomicrobianos a partir de
la cepa S. mutans ATCC UA159, usando el sistema comercial MBEC™ 19131, con
algunas modificaciones, de acuerdo al protocolo descrito por Tofifio-Rivera et al. (2016)
(Tofifio-Rivera et al., 2016a).

Inicialmente se reactivo la cepa mediante cultivo en placas de agar BHI a 37°C con CO,
5 % durante 48 horas, posteriormente se inocularon las colonias en 5 mL de caldo BHI
durante 8 horas para tener un cultivo en fase exponencial con un recuento promedio de
1 x 10" UFC/mL. Seguidamente, a partir de este cultivo, se realizé6 un inoculo
correspondiente al patrén 1,0 de la escala McFarland, equivalente a 3 x 108 UFC por
mL. Se tomd 1 mL de ésta y se diluy6 en caldo BHI para obtener una dilucion 1:30; se
verificé el control del inéculo mediante diluciones seriales de 10™ a 10® sembradas en
placas de agar BHI para establecer el recuento inicial de UFC/mL. Posteriormente el
sistema se inoculd con la dilucion 1:30 y se cultivé en una mesa de agitacion por
balanceo a 110 bpm y 37°C por 48 h, en atmdsfera controlada con 5 % de CO,,
reemplazando el medio de cultivo por medio fresco a las 24 h. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacion, las biopeliculas formadas en las clavijas de la tapa del aditamento
MBEC™ se lavaron con solucién salina al 0,9 % durante 2 min con el fin de remover
aquellas células bacterianas débilmente adheridas; se realizé control de crecimiento de
biopeliculas removiendo las clavijas B12, C12 y E12 de la tapa del aditamento

MBEC™ con ayuda de una pinza mosquito. Estas clavijas se sumergieron en 200 pL



de solucion neutralizante en un plato de microtitulacion y se ubicaron en un sonicador
(MIDMARK Soniclean modelo M 150) a 42 kHz durante 30 minutos, luego de lo cual
se realizaron diluciones seriadas de 10" a 10"® que se sembraron en placas de agar BHI,
para el recuento de UFC/mL. Para el control del cultivo planctonico se tomaron 20 pL
para la realizaron de diluciones seriadas, igual que en el control de biopeliculas. Con
ayuda de una pinza mosquito se removieron las clavijas A12, D12 y F12 y se les realizo
tincion con cristal violeta al 0,5 % y microscopia electronica de barrido mediante la
metodologia descrita el numeral 2.2 y 2.3 de la metodologia para verificar el

crecimiento de biopeliculas.

Las pruebas de susceptibilidad se realizaron en un plato de microtitulacion (rotulado
como plato reto) (Nunclon Delta Surface; Nunc, Roskilde, Denmark) que contenia las
diferentes concentraciones de las sustancias objeto de evaluacion y sus respectivos
controles. Para el aceite esencial de C. citratus y los componentes citral y mirceno se
evaluaron concentraciones de 1 pg/mL; 0,1 pg/mL y 0,01 pg/mL diluidas en etanol al 1
% vy se utilizd clorhexidina al 0,5 % como control positivo. Los controles de
crecimiento, etanol 1 % y crecimiento en solucidén neutralizante se ubicaron en la
columna 1 y el control de esterilidad en la columna 12. La tapa con las clavijas fue
sumergida en el plato reto e incubada durante 5 minutos a 37°C con CO; y agitacion por
balanceo a 110 bpm, trascurrido este tiempo, las biopeliculas se llevaron a otro plato de
microtitulacion (plato de recuperacion), el cual contenia 180 pL de solucion
neutralizante de acuerdo a las indicaciones del manual de Innovotech (Innovotech,
2015) en cada pozo. Alli, se dejo reposar durante 30 minutos y luego se llevd a
sonicacién durante 30 min a 42 kHz para desprender las biopeliculas. Sobre los
productos de la sonicacién se evalud la viabilidad celular mediante la técnica de siembra

de spot.

3.1 Técnica en spot: 80 pL tomados del plato de recuperacion se depositaron en la
columna A1-A12 de un plato de microtitulacién para realizar diluciones seriadas de 10
a 107 con caldo BHI y sembradas alicuotas de 10 pL en cajas de agar BHI. Los datos
obtenidos del recuento de UFC/mL se analizaron en el programa Microsoft Excel® y
paquete estadistico IBM SPSS® versién 22. Para calcular el porcentaje de células
muertas mediante la técnica spot se aplicé la formula: [1-(Mean CFUirrigant/Mean
CFUinitial bacterial number)]x100% vy el logaritmo de reduccion se calculé mediante la
formula: Log Reduccion = Promedio Log Controles sin tratamiento — Promedio Log



Pegs con tratamiento. Para determinar si se presenta diferencia significativa entre las
sustancias y con respecto a clorhexidina, se aplicé la prueba estadistica Kruskall Wallis,
considerando una diferencia estadisticamente significativa si p < 0,05. Todos los

ensayos fueron realizados con 7 réplicas y 3 repeticiones.

4. Evaluacion de la viabilidad de células eucariotas por reduccion de bromuro de
3-(4.5-dimetiltiazol-2-ilo)-2.5-difeniltetrazol (MTT)

Se realizo el ensayo de acuerdo el método desarrollado por Mosmann, (1983)
(Mosmann, 1983) modificado por Denizot & Lang (1986) (Denizot & Land, 1986) vy las
indicaciones de la norma ISO 10993-5-2009 (ISO, 2009) con células HaCaT
(queratinocitos humanos no transformados) y fibroblastos humanos (piel de paciente
sano). Los cultivos celulares fueron gentilmente donados por el grupo de ingenieria de

tejidos y terapias celulares (GITTC)-Universidad de Antioquia.
4.1 Cultivos celulares

Las células HaCaT se cultivaron en DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium.
Sigma-Aldrich Chemical. St Louis, MO, USA) suplementado con suero bovino fetal
(SBF. Gibco, Grand Island, NY, USA) al 5 %, 100 pg/mL de penicilina y
estreptomicina (Gibco, Grand Island, NY, USA), incubadas a 37°C en atmdsfera
himeda y CO; al 5 %. Por su parte, los cultivos primarios de fibroblastos humanos (piel
de paciente sano) se mantuvieron en DMEM suplementado con SBF al 10 %, 100
pg/mL de penicilina y estreptomicina, incubadas a 37°C en atmosfera himeda y CO:; al
5 %.

4.2 Ensayo MTT

Las células fueron sembradas en platos de microtitulacion, a una densidad de 1x10*
células/pozo para HaCaT y 5x10* células/pozo para fibroblastos, y mantenidas bajo
condiciones normales de cultivo. Después de permitir la adhesion, se realizaron
tratamientos por triplicado con las soluciones 1 pg/mL; 0,1 pg/mL y 0,01 pg/mL de un
aceite esencial de C. citratus y los componentes citral y mirceno, utilizando H,O, 0,5
mM como control de muerte celular (control negativo) y etanol 1% como control
positivo (vehiculo). Luego de 24 h de exposicion, se adicionaron 10 pL de MTT
(Sigma-Aldrich Chemical. St Louis, MO, USA) a 5 mg/mL (concentracién final en el



pozo de 0,5 mg/mL), seguidos por 4 h de incubacion en la oscuridad. Finalmente, para
disolver los cristales de formazan, se afiadieron 100 pL de isopropanol-HCI 0,04 M
(Merck KGaA. Darmstadt Alemania) y se midié la absorbancia a 571 nm en un lector
de ELISA (Multiskan FC — Thermo Scientific). La viabilidad se expres6 en porcentaje
respecto al control negativo. El analisis estadistico se realizo en el programa estadistico
IBM SPSS® version 22, mediante el test ANOVA de una via con una examinacion
post-hoc con la prueba Dunnet. Se considerd6 una diferencia estadisticamente

significativa si p < 0,05. Todos los ensayos fueron por triplicado.
Resumen de andlisis estadistico

Statistical Package for the Social Sciences IBM (SPSS®) version 22.0
Prueba de normalidad: Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk (p>0,05)
Prueba de homogeneidad de varianzas: Levene (p>0,05)

ASIRNERNERN

Comparacién intra-grupo. Diferencia significativa (p<0,05)

Prueba paramétrica: Anova de una via

Prueba no paramétrica: Kruskall-Wallis

v' Comparaciones multiples de las medias contra un control (post hoc): Dunnet

Resultados
1. Anélisis fitoquimico

Los principales componentes del aceite esencial de C. citratus fueron citral (58 %) y
mirceno (15,6 %). Por lo tanto, estos fueron los componentes seleccionados para los
andlisis posteriores. El perfil quimico completo del aceite esencial utilizado fue
publicado con anterioridad por este mismo grupo de investigacion (Tofifio-Rivera et al.,
2016a).

2. Curvas de crecimiento de S. mutans en cultivos planctdnicos y en biopeliculas

Las células de S. mutans UA159 dispuestas en cultivos plancténicos iniciaron su fase
exponencial de crecimiento luego de una fase de adaptacion de 3 h (DO 0,046 nm y
3x10" UFC/mL), alcanzando la fase estacionaria a las 9 h (DO 1,006 y 4x10"° UFC/mL)

de incubacion (gréfica 1).

Mediante la tincion con cristal violeta se realizd un control visual del crecimiento de la
biopelicula, identificando un relieve en la clavija a partir de las 24 h, que se fue

engrosando a medida que transcurrid el tiempo de incubacion. Luego, mediante SEM se



observo la morfologia caracteristica de S. mutans y la formacion de polisacaridos tipicos
de la biopelicula, cuya disposicion era mas estructurada a partir de las 48 h (figura 1).
Las biopeliculas cultivadas en caldo BHI, presentaron mayor recuento de UFC/mL
comparado con el uso de este mismo medio adicionado con 0,2 U de bacitracina y con

sacarosa al 5y 10 % (grafica 2).
3. Determinacion del efecto sobre la viabilidad contra S. mutans en biopeliculas

Se verifico el crecimiento de la biopelicula mediante la técnica con cristal violeta y
SEM. La clorhexidina (usada como control de muerte) inhibi6 el 100 % del crecimiento
de las biopeliculas; por el contrario, el control del vehiculo (etanol al 1 %) no afecto el
crecimiento microbiano, mientras que el control de crecimiento de la biopelicula con
solucién neutralizante presentd crecimiento con relacion al inoculo inicial (8 x 10°
UFC/mL).

El aceite esencial de C. citratus y los componentes citral y mirceno presentaron los
mayores porcentajes de mortalidad a la concentracion de 1 pg/mL (93,52 %, 96,09 %,
91,24 % respectivamente). El efecto decreci6 a medida que se disminuye la
concentracion (tabla 1). De acuerdo al analisis estadistico con la prueba Kruskall —
Wallis, los tratamientos no presentaron diferencias significativas entre ellos (p = 0,393)

ni frente a clorhexidina (p = 0,06).
4. Viabilidad celular mediante ensayo MTT

La prueba de MTT en células HaCaT y en fibroblastos (gréafica 3) evidencia que
ninguna de las concentraciones evaluadas para el aceite esencial de C. citratus y los
componentes citral y mirceno presenta toxicidad sobre las células expuestas a
tratamiento durante 24 h, con diferencias significativas en relacion con el control de
muerte H,O, 0,5 mM (p <0,0005), que presenta citotoxicidad sobre las ceélulas
evaluadas. Los tratamientos no presentan diferencias significativas con el control

positivo (vehiculo etanol 1 %, p > 0,05).

Discusién

Las plantas aromaticas y sus derivados, especialmente los aceites esenciales,
constituyen objeto de interés para la comunidad cientifica debido a la amplia variedad

guimica (Lang & Buchbauer, 2012; Cos et al., 2006) y las propiedades bioldgicas que



poseen (Butler, 2008). Actualmente, la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de C. citratus ha sido confirmada sobre hongos (Almeida et al., 2013;
Tofifio-Rivera et al., 2016b; Tofifio-Rivera et al., 2016c), bacterias (Aiemsaard et al.,
2011) y parésitos (Kpoviessi et al., 2014). Ademas, con el creciente interés de introducir
el uso de estos productos en el cuidado de la salud bucal, se ha demostrado su efecto
antimicrobiano sobre células planctdnicas de S. mutans (Vargas et al., 2010; Chaudhari
et al., 2012; Almeida et al., 2013; Fazeelath Banu & Geetha, 2015). Sin embargo
teniendo en cuenta que los microorganismos dentro de la cavidad bucal se establecen en
forma de biopeliculas (Kolenbrander, 2000; Lemos et al., 2005) y que entre estas
estructuras y las células plancténicas se presentan caracteristicas ambientales,
propiedades fisioldgicas y expresion genética diferentes (Lemos et al., 2005; Shemesh
et al., 2007), ha sido necesario direccionar investigaciones para evaluar el efecto del
aceite esencial de C. citratus sobre la viabilidad de biopeliculas en modelos de

microorganismos cariogénicos como S. mutans.

La composiciéon quimica del aceite esencial de la planta C. citratus cultivada en el
resguardo indigena Kankuamo en Atanquez, Cesar, caracterizado con anterioridad por
este grupo de investigacion presenta como principales componentes citral (58 %) y
mirceno (15,6 %), clasificando esta planta dentro del quimiotipo citral (Tofifio-Rivera et
al.,, 2016a). Resultados similares han sido obtenidos por otros grupos que han
identificado los componentes citral (46,97 %) y mirceno (27,83 %) (Gbenou et al.,
2013) o citral (75 %) y B-pineno (10,1 %) (Kpoviessi et al., 2014) utilizando el mismo
método de extraccion (destilacion por vapor), pudiéndose atribuir esta divergencia al
estado de madurez de las hojas colectadas y el tiempo de destilacion aplicado para

obtener la fitoquimica (Duran et al., 2007).

El ensayo de evaluacion del efecto de la viabilidad celular en biopeliculas mediante la
técnica MBEC demostr6 que el aceite esencial de C. citratus y los componentes citral y
mirceno a concentraciones de 1; 0,1 y 0,01 pg/mL presentan efecto contra la viabilidad
de S. mutan ATCC UAIL59 en biopeliculas que fueron cultivadas durante 48 h
(mortalidad entre 74,53 y 96,09 %) sin diferencias significativas frente a clorhexidina (p
= 0,06), por lo cual interpretamos positivamente ya que la clorhexidina es un eficaz
agente anti-placa y anti-gingivitis (Gunsolley, 2010); resultados similares a otros
reportados previamente (Tofiflo-Rivera et al., 2016a) para aceites esenciales de C.
citratus a concentraciones de 0,1; 0,01 y 0,001 mg/100 mL, con las que se encontrd



inhibicidn sobre biopeliculas de 24 h (mortalidad entre 93,1 y 95,4 %). Por otro lado,
Almeida et al., también identificaron el efecto de inhibicion del aceite esencial de C.
citratus a concentracion 0,5 % sobre biopeliculas de S. mutans ATCC 35688 cultivadas
en discos de acrilico dentro de una placa de microtitulacion de 24 pozos durante 120 h
(Almeida et al., 2013). Estos resultados determinaron la viabilidad celular mediante el

recuento de UFC/mL obtenido mediante el método de microdilucion.

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que los componentes citral y
mirceno también presentan actividad de inhibicion de biopeliculas de S. mutans ya sea
mezclados con los demas componentes del aceite esencial o aisladamente, esto es
identificado y atribuido, en estudios previos, al efecto antimicrobiano de fitoquimicos
que interacttan con estructuras celulares bacterianas afectando su funcién (Saad et al.,
2013). Algunos mecanismos de accion de los fitoquimicos sobre células microbianas
consisten en afectar la integridad de las membranas celulares ya sea alterando la
composicion de &cidos grasos (Di Pasqua et al., 2006), las propiedades fisicoquimicas
de la superficie como hidrofobicidad, conductividad eléctrica, filtracion de proteinas
solubles y azucares reductores (Lopez-Romero et al., 2015; Li & Yu, 2015) y
modificacion de la actividad de los canales idnicos de calcio y potasio (Saad et al.,
2013). También pueden causar dafos irreversibles a las membranas citoplasmaticas
conduciendo a la muerte del microorganismo debido a que el mantenimiento de la
homeostasis de los iones es parte integrante del mantenimiento del estado energético de
la célula, asi como del transporte de los solutos, la regulacion del metabolismo, el
control de la presion de turgencia y la motilidad (Li & Yu, 2015). Siendo el dafio a nivel
de membrana (induciendo la pérdida de material absorbente) el mecanismo identificado
por Saad et al. (2013) para el aceite esencial de C. citratus sobre Escherichia coli (Saad
etal., 2013).

Se verifico el efecto citotoxico sobre células eucariotas, debido a que los tejidos
cumplen funciones biol6gicas que mantienen la integridad de las mucosas y que no
deben ser afectadas por sustancias exogenas (Newman et al., 2003; Gomez & Campos,
2006; Chiego., 2007). Los resultados obtenidos permiten identificar que el aceite
esencial de C. citratus y los componentes citral y mirceno, no evidencian citotoxicidad
sobre las células HaCaT ni sobre fibroblastos humanos (grafica 3) en un tratamiento de
24 h; resultados similares a los reportados por otros autores, usando células HaCaT y
concentraciones entre 25 y 100 pL/mL del aceite esencial (Koba et al., 2009). Correa-



Royero et al. (2010) tampoco identificaron citotoxicidad sobre células Vero a
concentraciones inferiores a 200 pg/mL (Correa-Royero et al., 2010) y Tofifio-Rivera et
al. (2016) usando células CHO a concentraciones de 0,001, 0,01 y 0,1 mg/100 mL
(Tofifio-Rivera et al., 2016a), mientras que Vargas et al. (2010) evidenciaron una leve
citotoxicidad sobre odontoblastoides a una concentracion de 0,1 % durante 120 minutos,
resultado que puede ser atribuido a la concentracion utilizada ya que es superior a la de
estudios anteriores (Vargas et al., 2010). Kpoviessi et al. (2014) identificaron toxicidad
sobre células CHO vy fibroblastos humanos no cancerigenos con un IC50 = 10,63 y
39,77 ug/mL respectivamente (Kpoviessi et al., 2014), posiblemente por la diferente
composicion quimica del aceite esencial utilizado (citral y B-pineno), ligado a su
obtencidn en época de altas temperaturas. EI material vegetal utilizado para la obtencién
del aceite esencial evaluado por Tofifio-Rivera et al. (2016a) fue colectado en época
lluviosa (Tofifio-Rivera et al., 2016a) igual que el utilizado en el presente estudio,
haciendo evidente que la composicion quimica puede influir el efecto citotdxico de los
fitoquimicos y estos a su vez estan determinados por factores ambientales y estado

fisioldgico del material vegetal cosechado (Durén et al., 2007; Gbenou et al., 2013).

Es importante tener en cuenta que los resultados de citotoxicidad reportados en la
presente investigacion se obtuvieron a partir de células expuestas a los tratamientos
durante 24 h para identificar efectos residuales de las sustancias evaluadas, debido a que
la exposicién prolongada puede generar efectos sub letales o letales sobre los tejidos.
Sin embargo, en condiciones normales el tiempo recomendado para el uso de enjuagues
bucales es de periodos inferiores a 2 min (Duckworth, 2013), razon por la cual, los
resultados positivos sobre el control de biopeliculas de S. mutans y la interaccion
amigable con células eucariotas del aceite esencial de C. citratus y los componentes
citral y mirceno son un dato representativo que argumenta la seguridad de las sustancias
y respalda la formulacion de un producto que incluya en su formulacion aceites
esenciales de C. citratus para contribuir al control selectivo de poblaciones microbianas
de la placa dental y procurando el mantenimiento de la microbiota bucal que desempefia

funciones benéficas para el hospedador (Marsh & Martin, 2011).

Es deseable que un producto para uso en salud bucal sea de bajo costo debido a que
datos epidemioldgicos indican que la caries dental afecta a la poblacion en general, pero
impacta mayormente sobre los niveles socioecondmicos bajos y nifios (Bagramian et al.,
2009; Aida et al., 2017).



Se recomienda fortalecer los datos obtenidos en este estudio, mediante el uso de
modelos experimentales que permitan un mayor acercamiento a su posible efecto
terapéutico in vivo, segun las condiciones de la cavidad bucal y regirse por el decreto
nimero 2266 de 2004 de la normativa colombiana para la formulacion de productos
naturales (MPS, 2004) teniendo en cuenta que C. citratus se encuentra incluida en el
listado de plantas medicinales aceptadas con fines terapéuticos de uso medicinal y su
condicidn de venta es libre (Invima, 2016).

Conclusion

El aceite esencial C. citratus y los componentes citral y mirceno presentaron actividad
de inhibicidn sobre biopeliculas de S. mutans a las concentraciones 1, 0,1 y 0,01 pug/mL
con mortalidad entre 74,53 % y 96,09 % y no evidenciaron citotoxicidad sobre células
HaCaT Yy fibroblastos en un tratamiento de 24 h; aportes importantes que agregan valor
a la expectativa de bioprospeccion de estos productos como agentes profilacticos en la

cavidad bucal.

Perspectivas

v’ Se pretende continuar evaluando el efecto del aceite esencial de C. citratus en
cuanto a su efecto inhibitorio sobre otros microorganismos relevantes en la
ecologia de la cavidad bucal.

v" Iniciar la identificacion de su mecanismo de accion.

v Generar prototipos de productos en los que sea utilizado el aceite esencial de C.
citratus como agente activo.

v Evaluar clinicamente el efecto de estos prototipos en cuanto a su potencial efecto

sobre la reduccion de placa bacteriana.
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Graéfica 1. Curva de crecimiento de S. mutans UA159 en cultivos plancténicos

El panel a) muestra las DO correspondientes a la curva de crecimiento de S. mutans UA159. El panel b)
presenta los recuentos de UFC/mL de la curva de crecimiento de S. mutans. Datos expresados como

media £ DS de 14 puntos de lecturay n=4.

Figura 1. Aspecto microscopico de biopeliculas de S. mutans con 48 h de formacién

sobre clavijas del aditamento MBEC con agar BHI como sustrato.

Panel a) x1.000. Se observa la biopelicula cubriendo parte de la superficie de la clavija; panel b) x6.000.
Se observa morfologia tipica de S. mutans; panel ¢) x15.000. Se observan las medidas de las células y la
morfologia tipica de S. mutans; panel d) x30.000 se aprecia la presencia de abundante material

extracelular que ayuda a estructurar la biopelicula.
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Gréfica 2. Curvas de crecimiento de biopeliculas de S. mutans UA159

BHI: caldo infusién cerebro corazdn; Bac: bacitracina; Sac: sacarosa. Se observa que las biopeliculas de
S. mutans crecidas con caldo BHI presentan mayor recuento en comparacién con las biopeliculas
cultivadas en caldo BHI suplementado con 0,2 U bacitracina, sacarosa al 5 y 10%. Datos expresados

como media £ DS, n=2.



Tabla 1: Evaluacion de la inhibicion de biopeliculas de S. mutans de C. citratus, citral y

mirceno mediante la técnica en spot

valuadas Concentracion (ZU® 9% Mortalidad g
1 pg/mL 5x10° 93,52 1,19

C. citratus 0,1 pg/mL 1x10° 87,27 0,90
0,01 pg/mL 2x10° 74,53 0,59
1 pg/mL 3x10° 96,09 1,41

Citral 0,1 pg/mL 7x10° 90,28 1,01
0,01 pg/mL 8x10° 89,12 0,96
1 pg/mL 7x10° 91,24 1,06

Mirceno 0,1 pg/mL 8x10° 88,98 0,96
0,01 pug/mL 9x10° 88,52 0,94

Clorhexidina 0,5% 0x10° 100 -

Control

neutralizante -- 2x10’ 0 --

Control de vehiculo 1%

(Etanol) ° 4x10’ 0 --




Viabilidad en HaCaT (%)

Aceite esencial de C. cifrafus

Viabilidad en fibroblastos (%)

S
S K
A¥ o

Aceite esencial de C. cifratus

40 wxx

Hm Coatrol

3 001 pg/mL
3 0.1 pgiml
3 1pgnl

B H,0,05 mM

= Control
1 001 pgml
0 0lugiml
01 lpgl

B H,0;05mM

£
2
]
H

Viabilidad en fibroblastos (%)

I Control
100- [ 001 pgml
80. 3 0.1 pgml

I 1pgml
60

B H,0,0,5 mM

& &
é\“ & L)@
N Ky e
&
Componente citral
)
120
Em Control
100 3 001 pg/mL
50 3 0.1 pe/ml
3 1pgl
60 w44 g H0,05 mM
40
20
0
S » » > S
& & & & §
o \Qv \Qeﬁ \Qv '
N @ N

Componente citral

Viabilidad en HaCaT (%)

Viabilidad en fibroblastos (%)

| Control
100 33 0,01 pgimL
80. = 0.1 pg/mL
3 1pg/mL
60 =1 H0, 05 mM
0
20
0 &
> ™ ~ &
& & & &
& ) & Q
S 5 S °
SN N IS ’0,9
&
cnmponeme mirceno
120
. Control
100 [ 0.01 pgml
80 I 0.1 ngimL
I 1ugml
60 * B H,0.0.5mM
40
20
0
> N
$ & & &S
S LN N
N [ o
&

Componente mirceno

Graéfica 3. Citotoxicidad en células HaCaT vy fibroblastos del aceite esencial de C.

citratus y sus componentes citral y mirceno.

Efecto citotoxico de las tres concentraciones evaluadas de cada tratamiento en relacidon al control positivo

(H,0,). Panel a) Aceite esencial C. citratus sobre células HaCaT. Panel b) Componente citral sobre

células HaCaT. Panel ¢) Componente mirceno sobre células HaCaT. Panel d) Aceite esencial C. citratus

sobre fibroblastos. Panel e) Componente citral sobre fibroblastos f) Componente mirceno sobre

fibroblastos. Datos expresados como media + DS, n = 3. *** = p < 0,0005.



