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Resumen

La humanidad ha empleado diversas plantas medicinales como alternativa o complemento a los trata-
mientos contra diversas afecciones entre ellas la periodontitis. Se ha reportado en diversas investigaciones
que las plantas como Castela texana y Cinnamomum verum, contienen compuestos con actividad antimi-
crobiana. El término periodontitis, se utiliza para definir la inflamacion de los tejidos de soporte del
diente, habitualmente un cambio progresivamente destructivo, con pérdida de hueso y ligamento pe-
riodontal, por extension de la inflamacion desde la encia. Es una enfermedad de origen bacteriano, que
afecta a un 5-20% de los adultos entre 30 y 60 afios a nivel mundial. Una de las bacterias implicadas en
la periodontitis cronica y agresiva ademas de ser considerada como su principal agente etiologico es P.
gingivalis. Este microorganismo cuenta con factores de virulencia que le proveen un gran potencial para
colonizar e invadir tejidos periodontales, modular la respuesta inmune del huésped, permitiendo el de-
sarrollo de una respuesta inflamatoria cronica, y colaborar con los procesos de destruccion de tejido pe-
riodontal y hueso alveolar. El objetivo de este trabajo fue: Determinar la actividad bioldgica de los
extractos acuoso de C. verum; y la actividad farmacologica de tetraciclina sobre el crecimiento in vitro de
P. gingivalis y caracterizar los cambios en las propiedades nanomecanicas de este microorganismo por
Microscopia de Fuerza Atémica (MFA). Los resultados indican que el extracto acuoso de C. verum inhibe
en un 92% el crecimiento in vitro de P. gingivalis, por otra parte, la Microscopia de Fuerza Atomica nos
permitio estudiar, caracterizar y analizar las propiedades morfologicas y nanomecanicas de P. gingivalis
proporcionandonos informacioén que puede ser util para comprender mejor el papel de las interacciones
de los tratamientos con extractos vegetales, comparados con los tratamientos con antibidticos. Estos
resultados brindan perspectivas de estudio encaminadas a la busqueda de nuevas alternativas de terapia
antimicrobiana relacionadas con enfermedades periodontales.
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Abstract

People has used various medicinal plants as an alternative or complement to the treatments for various
conditions including periodontal disease. It was reported that plants such as Castela texana and Cinnamo-
mum verum, containing compounds with antimicrobial activity. The term periodontitis is used to define
inflammation of the tissues supporting the teeth, usually a progressively destructive change, with loss of
bone and periodontal ligament by extension of inflammation from the gum. It is a bacterial disease that
affects 5-20% of adults between 30 and 60, around the world. One of the bacteria involved in chronic and
aggressive periodontitis, considered as the main causative agent is Porphyromonas gingivalis. This
microorganism has virulence factors that provide great potential to colonize and invade periodontal
tissues, modulate the host immune response, enabling the development of a chronic inflammatory
response, and to collaborate with the processes of destruction of periodontal tissue and alveolar bone. The
objective of this study was to determine the biological activity of the aqueous extract of C. verum in P.
gingivalis. Furthermore, nanomechanical morphological characterization of the biological activity of the
aqueous extract of C. verum by Atomic Force Microscopy (AFM) compared to antibiotics used in peri-
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odontal treatment. The results indicate that the extract of C. verum showed higher biological
activity in P. gingivalis. AFM allowed us to study, characterize and analyze the morphological
and nanomechanical properties of P. gingivalis in presence of treatments and this we provided
information that may be useful to better understand the interactions of treatments with plant
extracts, when compared to treatment with antibiotics. These study results provide perspectives
on the way to finding new alternative antimicrobial therapy related to periodontal diseases.

Keywords: Porphyromonas gingivalis, Cinnamomum verum, Atomic Force Microscopy.

Introduccion

Las enfermedades periodontales son un con-
junto de enfermedades que afectan a los
tejidos (periodonto) que rodean y sujetan a los
dientes en los maxilares. Son de naturaleza
inflamatoria y de causa infecciosa, que depen-
diendo de su grado de afectaciéon las denomi-
namos gingivitis, cuando el proceso inflama-
torio solamente afecta al periodonto superfi-
cial (la encia) y no estan afectados los tejidos
que sujetan el diente. Cuando el proceso
inflamatorio afecta a los tejidos periodontales
profundos, se produce destruccién del hueso y
ligamento que soportan y sujetan los dientes, a
este grado de afectacion lo denominamos pe-
riodontitis (SEPA, 2004). Una de las bacterias
implicadas en la periodontitis cronica y agre-
siva ademas de ser considerada como su prin-
cipal agente etioldgico es P. gingivalis (Slots,
1979; 2002). En los ultimos afios la resistencia
a los antibiodticos en la enfermedad periodontal
se ha convertido en un problema clinico,
epidemiolégico y de salud publica. Cada vez
hay menos antibioticos eficaces disponibles y
mas resistencias a los mismos (Pharma
Editores, 2007). Hoy en dia, tanto en medici-
na general como odontologica, se esta investi-
gando nuevas alternativas de tratamientos
antibacterianos, dado el continuo aumento de
la resistencia bacteriana a los antibidticos con-
vencionales y por las reacciones adversas que
estos producen en algunos pacientes (Rodri-
guez, 2010). Las plantas producen compuestos
con propiedades antimicrobianas que pueden
ser empleadas para controlar diferentes enfer-
medades (Carrillo, 2011).

El objetivo del trabajo es determinar la activi-
dad biologica del extracto acuoso de C. verum
sobre el crecimiento in vitro de P. gingivalis y
caracterizar los cambios en las propiedades
morfoldgicas y nanomecanicas de este micro-
organismo por MFA.

Materiales y Métodos

El extracto obtenido se someti6 a las siguien-
tes pruebas “Pruebas coloridas” o pruebas de
identificacion quimica, cada una de estas
pruebas fue llevada a cabo en placas de
porcelana con varios pozos, cada pozo fue
utilizado para una prueba en especifico
(Dominguez, 1973).

Para la valoracion de la actividad biologica
por el método de espectrofotometria, se tomo
un inoculo inicial de 100 puLL de P. gingivalis
previamente activada y las concentraciones
del extracto acuoso de C. verum a evaluar [.1,
1, 7 y 10mg/mL], se mezclaron en tubos de
13x100 mm conteniendo un volumen de SmL
de medio de cultivo MPT caldo estéril, los
tubos se llevaron a incubar a 37°C por 24h,
posteriormente, se procedi6 a leer las absor-
bancias de los tubos a 635 nm en un espectro-
fotbmetro marca GENESYS™, a conti-
nuacion, se realizaron los calculos correspon-
dientes a los valores obtenidos y se graficaron
estos resultados empleando el programa Mi-
crosoft Excel 2013.

Para el método de vertido en placa, de los
datos obtenidos por el método de espectrofo-
tometria, se procedid a seleccionar la concen-
tracion con mayor actividad biologica del
extracto acuoso de C. verum sobre P. gingiva-
lis. En tubos 13x150 mm conteniendo un
volumen de 9 mL de solucion salina fisiologi-
ca 0.85% estéril. Se agregd 1 mL del extracto
acuoso de C. verum y P. gingivalis, realizan-
do diluciones seriadas 10-1 hasta 10-12,
enseguida se realiz6 la técnica de vertido en
placa, agregando 1mL de las diluciones 10-8
a 10-12 en placa de Petri por triplicado de
cada uno de los tratamientos, posteriormente
en condiciones de esterilidad, a las placas de
Petri se vertieron 15 mL de agar MPT,
homogenizando la muestra, dejando solidifi-
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car el agar a temperatura ambiente, ya solidifi-
cado el agar, las placas de Petri se llevaron a
incubar a 37°C por 24 h, después de este
tiempo, se determiné la actividad biologica de
los tratamientos por el método de recuento en
placa, realizando los calculos correspondientes
al nimero de colonias obtenidas y graficando
estos resultados empleando el programa Micro-
soft Excel 2013.

Por ultimo, para el analisis estadistico se utilizd
un diseno experimental estadistico en donde los
datos de cuantificacion se sometieron a un
analisis de varianza con una P <0.05 empleando
la Prueba de Dunnet-T (2-side) con el paquete
estadistico SPSS para Windows version 2007,
para determinar si existe diferencia significati-
va entre los tratamientos utilizados.

Resultados

En el extracto acuoso de C. verum se observo la
presencia de la mayoria de los grupos
fitoquimicos examinados: grupo carbonilo,
esteroles y triterpenos, carbohidratos, flavonoi-
des del tipo quinonas, alcaloides, saponinas y
aromaticidad, con ausencia de los compuestos
de tipo: insaturaciones, oxhidrilos fendlicos y
sesquiterpenlactonas. Se comprobé la existen-
cia de una gran diversidad de grupos fitoquimi-
cos presentes en el extracto acuoso de C.
verum, lo que fundamenta su empleo para
determinar la actividad biologica de estos trata-
mientos sobre el crecimiento in vitro de P.
gingivalis.

Para valorar la actividad téxica del extracto
acuoso de C. verum, este fue evaluado sobre
nauplios de A. salina. Con los resultados
obtenidos se calculd la dosis letal media del
extracto alcanzado una DL, superior a 1000
pg/mL con un valor de 4066.11 pg/mL.

Se realiz6 la valoracion de la actividad biologi-
ca del extracto acuoso de C. verum sobre cre-
cimiento in vitro de P. gingivalis por método de
espectrofotometria y método de recuento en
placa. Para el método de recuento en placa, se
empled un control positivo de viabilidad celu-
lar, con un ino6culo inicial de 1 mL y el control
negativos de crecimiento: la tetraciclina a la
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misma concentracion. Los resultados obteni-
dos para el control positivo muestran un valor
promedio de rendimiento celular de 610
UFC/mL, comparado este valor con los resul-
tados obtenidos por el tratamiento nos indica
una alta sensibilidad de la cepa de P. gingiva-
lis al extracto acuoso de C. verum ya que se
obtuvieron 45.78 UFC/mL y en presencia de la
tetraciclina se obtuvo 159 UFC/mL (Figura 1).
Para el método de espectrofotometria, los
resultados obtenidos muestran una alta sensib-
ilidad de la cepa de P. gingivalis al tratamiento
que fue evaluada, obteniendo un valor prome-
dio de absorbancia para el control positivo de
1.6648 nm, para tetraciclina fue de 0.07025
nm y el extracto acuoso de C. verum mostrd
una absorbancia de 0.6798 nm. Los resultados
obtenidos en este bioensayo son el resultado
de 3 eventos independientes por triplicado,
graficados como medias, con el programa
Microsoft Excel 2018.
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Figura 1. Determinacion de la actividad bioldgica del extracto
acuoso de C. verum [7mg/mL] sobre P. gingivalis por el método
de recuento en placa.

Se estudiaron los cambios morfologicos de P.
gingivalis en presencia del extracto acuoso de
C. verum y de la tetraciclina a 7mg/mL. Las
muestras de P. gingivalis se caracterizaron con
un Microscopio de Fuerza AtdOmica marca
NT-MDT modelo NTEGRA PRIMA, operado
en el modo de contacto, midiendo y cuantifi-
cando la morfologia de las bacterias. El anali-
sis realizado proporciond los siguientes datos:
altura, ancho, largo, volumen, rugosidad y
elasticidad de las muestras control de P. gingi-
valis (ausencia de tratamiento), asi como en
presencia del extracto acuoso de C. verum y
del antibidtico tetraciclina empleando el soft-
ware NOVA 1.0.1921.(Figura 2)
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Figura 2. A) Caracterizacion y analisis morfologico de P. gingivalis por AFM en presencia de extracto acuoso de C. verum, y tetraci-
clina. Imagenes de altura, largo, perfil de altura y volumen. B) Tabla de valores del analisis de propiedades morfologicas y

nanomecanicas.

Discusion

En los ensayos biolodgicos realizados, se obser-
va una sensibilidad de la cepa de P. gingivalis
al tratamiento de C. verum a las concentra-
ciones de 0.1, 7 y 10 mg/mL, siendo la con-
centracion de 7 mg/mL, la que presentd mayor
actividad biologica, con una inhibicion de
92%. Esto indica una similitud con lo reporta-
do por Méndez (2011), ya que el autor reporta
que el extracto acuoso de C. verum presenta
actividad antibacteriana sobre bacterias rela-
cionadas a periodontitis, llegando a inhibir
casi el 100% de las bacterias estudiadas. En
otro trabajo reportan que el extracto de C.
verum (canela) mostré un amplio espectro de
accién, sobre el crecimiento de Escherichia
coli, Salmonella spp., Pseudomonas aerugino-

Conclusiones

La evaluacion de P. gingivalis por el método
de Recuento Bacteriano en Placa muestra
sensibilidad al antibidtico tetraciclina y una
alta sensibilidad al extracto acuoso de C.
verum a una concentracion de [7mg/mL].
Este estudio describe por primera vez la apli-
cacion de un Microscopio de Fuerza Atomica
para caracterizar los cambios en las propie-
dades morfologicas y nanomecanicas de P.
gingivalis.
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