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Sinergismo: resultado de la accion de dos o mas sustancias que, actuando en conjunto,
provocan una respuesta mayor a la suma de los efectos que provocarian por separado.
Disbiosis: desbalance del equilibrio microbiano de la microbiota normal, debido a
cambios cuantitativos o cualitativos de su composicion.

Patogenicidad: capacidad de un microorganismo para producir enfermedad en un
huésped susceptible.

Leucotoxina: citotoxina que causan degeneracion y necrosis de los leucocitos.
Lipopolisacarido: estimulante del sistema inmune, con un potente efecto toxico.
Colagenasa: metaloproteinasa de matriz que rompe los enlaces peptidicos de
los colagenos.

Bacteriostatico: efecto que impide la proliferacion bacteriana.

Bactericida: efecto que produce la muerte a una bacteria.

Citotoxicidad: capacidad de una célula para ser toxica frente a otras que estan alteradas.
Genotoxicidad: capacidad para causar dafo al material genético por agentes fisicos,
quimicos o biolégicos.

Quelante: es un componente que forma complejos con iones de metales pesados.
Apoptosis: muerte celular programada o provocada por el mismo organismo, con el fin
de controlar su desarrollo y crecimiento.

Potencial redox: tendencia de las especies quimicas en una reaccion de reduccion o de

un electrodo en una celda galvanica a adquirir electrones.



EP: Enfermedad Periodontal.

PDB: Placa Dentobacteriana.

LPS: Lipopolisacarido.

LtxA: Leucotoxina A.

ERO: Especie Reactiva de Oxigeno.

Cu: Cobre.

CaslI-gly: Casiopeina I1-gly.

CasllI-ia: Casiopeina Ill-ia.

RuN-6: Rutenio.

ATCC: American Type Culture Collection.
DMSO: Dimetilsulféxido.

DMEM: Medio Minimo Esencial Modificado.
SFB: Suero Fetal Bovino.
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La enfermedad periodontal (EP) afecta al 11% de personas alrededor del mundo y
es la segunda causa de morbilidad bucal, su prevalencia y gravedad se ven aumentadas
con la edad (1,2). Recientemente las infecciones periodontales han sido relacionadas como
factores de riesgo potenciales para enfermedades sistémicas.

La EP se caracteriza por la destruccion progresiva de las estructuras de soporte del
diente, se origina principalmente en hospederos susceptibles y su manifestacion clinica
inicial estd dada por la presencia de sangrado, edema, eritema y/o agrandamiento gingival.

En un estado de salud periodontal, la cavidad oral esta colonizada por una flora
comensal no patoégena, la cual mantiene un estado de equilibrio entre los microorganismos
presentes. Una vez que se ha perdido el equilibrio entre las diferentes especies bacterianas
y las condiciones ambientales debido a factores como la dieta, la falta de higiene y
condiciones propias del individuo, puede dar paso a una flora potencialmente patégena,
la cual Aggregatibacter actinomycetemcomitans se perfila como microorganismo clave en
la EP.

La nueva clasificacion de las enfermedades periodontales asegura que el tratamiento
electivo es la terapia mecanica inicial y eliminacion de depositos de calculo mediante
detartraje manual (raspado y alisado radicular) e instrumentos ultrasénicos, sin dejar de
lado la importante funcion del cepillado dental.

Como parte del tratamiento de fase inicial, el uso de antisépticos y antibioticos ha
sido ampliamente recomendado, sin embargo, el uso indiscriminado de estos fairmacos ha
provocado la resistencia de microorganismos, haciendo que las dosis iniciales se vuelvan
inefectivas.

Ante el incremento en la incidencia de la EP y la deficiencia en el tratamiento
causado por falta de una higiene bucal efectiva en casa y la resistencia antibidtica,
promueve la necesidad de buscar alternativas viables para el tratamiento de la EP. Por ello

este estudio propone evaluar el efecto de los compuestos de cobre-Casiopeinas® y el



rutenio en microorganismos periodonto-patdogenos buscando una respuesta favorable

como facilitadores del abordaje terapéutico de la EP.

Debido a ello se establecio la siguiente pregunta de investigacion: ;Qué efecto
tienen los compuestos de cobre-Casiopeinas® y rutenio contra Aggregatibacter

actinomycetemcomitans?



1. ENFERMEDAD PERIODONTAL

La EP es una patologia que desencadena una respuesta inmune-inflamatoria cronica
en el hospedero (3). Las principales caracteristicas son: la pérdida de los tejidos de soporte
del diente manifiestandose a través de la pérdida de la insercion clinica, la pérdida de

hueso alveolar, la presencia de bolsas periodontales y el sangrado gingival (4).

La gingivitis se identifica como el comienzo de la EP, estd condicionada por la
presencia de placa dentobacteriana (PDB) adyacente al surco gingival y por debajo del
mismo, desencadenando una respuesta inflamatoria de los tejidos gingivales, limitdndose
a la encia libre y adherida, sin extenderse mas alld de la union mucogingival (5). Sin
embargo, el tejido gingival puede presentar lesiones patoldgicas no inducidas propiamente

por placa, indicando la manifestacion de una afeccion sistémica (6).

La presencia de inflamacién gingival es considerada un requisito previo necesario
para el desarrollo posterior de la periodontitis. Es por ello que el tratamiento de la
gingivitis va direccionado hacia una estrategia de prevencion para evitar el desarrollo de
la periodontitis (5). La periodontitis es una enfermedad inflamatoria, cronica,
multifactorial y progresiva que estd asociada principalmente al acimulo excesivo de PDB
propiciando la destruccion de los tejidos periodontales, razon por la cual esta enfermedad

no es reversible (4).

Finalmente, la fisiopatologia de la EP se ha direccionado a la activacion de
proteinasas derivadas del hospedero que ocasionan la degradacion de las fibras del
ligamento periodontal y por consiguiente la migracion apical del epitelio de union, dando
paso a la propagacion del biofilm subgingival a lo largo de la superficie radicular,
provocando dafio a los tejidos internos de soporte, como el hueso alveolar y el cemento

radicular (7).



2. MICROBIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

En el paradigma actual, se cree que la EP es iniciada por comunidades microbianas
sinérgicas y disbioticas, por lo cual la relacion entre microorganismos permite aumentar

su grado de patogenicidad y el rapido desarrollo de la enfermedad (8).

Desde 1998 estudios examinaron un amplio espectro de bacterias que se
encontraban directamente relacionados con la EP. En particular Aggregatibacter
actinomycetemcomitans estd implicita como un marcador de riesgo, al igual que

Porphyromonas gingivalis (8-10).

2.1. Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Aggregatibacter actinomycetemcomitans es una bacteria clave en la etiologia de la
periodontitis (11), puede colonizar la mucosa oral y trasladarse al margen gingival
iniciando una respuesta inmunitaria que conduce a la degradacion de los tejidos
periodontales (12). Es un cocobacilo capnofilo Gram negativo que no produce esporas, no
es hemolitico y forma colonias de aproximadamente 0,5-1,0mm de didmetro de forma
circular, transparentes y de bordes irregulares (13). Elabora un numero de factores de

virulencia tales como leucotoxinas (Ltx), lipopolisacaridos (LPS) y colagenasas (14).

Se han identificado siete serotipos (a, b, ¢, d, e, f, y g) basados en las caracteristicas
estructurales del antigeno O de LPS, estos serotipos poseen diferencias en el potencial de
virulencia. En particular, el serotipo b se ha asociado con periodontitis y con una alta
produccion de LtxA y al aumentar sus niveles de concentracién, se produce una

exacerbacion de la EP (15).

A. actinomycetemcomitans es uno de los primeros colonizadores en superficies de
dientes supragingivales en el desarrollo temprano de PDB, lo que sugiere que esta especie
es capaz de colonizar una boca sana (11), su capacidad para invadir tejidos blandos hace

que se pudiera requerir el uso de antibioticos sistémicos para el tratamiento (16).



Diversos estudios indican que aquellos individuos con sitios que albergan A.
actinomycetemcomitans junto con Filifactor alocis probablemente desarrollen pérdida
Osea; mientras que los sitios que so6lo albergan A. actinomycetemcomitans son mucho
menos propensos a desarrollarla, esto indicaria que la relacion entre microorganismos

favorece la proliferacion del dafio periodontal (17).

El tratamiento de la EP tiene como objetivo reducir la carga inflamatoria y
bacteriana de la cavidad oral, evitando una mayor progresiéon de la enfermedad y la
posterior pérdida de dientes. En la mayoria de los casos, este objetivo se puede lograr a
través de una terapia inicial no quirargica dirigida tanto al control de infecciones como a

la reduccion de bolsas periodontales (18).

Dependiendo la severidad de la periodontitis (estadio y grado) las opciones de
tratamiento se ven diversificadas, siendo la terapia mecanica (detartraje) la primordial
para la eliminacion del calculo dental. Ademas, las terapias de fase I y fase II, que van
desde tratamientos no quirurgicos, como el raspado y alisado radicular, hasta tratamientos
quirurgicos como la cirugia resectiva y regenerativa, dependen del abordaje y los

resultados que se deseen obtener (19).

3. AGENTES ANTIMICROBIANOS

A finales de la década de 1970, el reconocimiento del origen microbiano y la
especificidad de las enfermedades periodontales, llevéd a un interés en el uso de agentes
antimicrobianos en la terapia periodontal, promoviendo una supresion selectiva del
posible agente etiologico (20). La evidencia de estudios clinicos indica que el uso
sistémico de amoxicilina en combinacion con metronidazol mejora significativamente los
resultados del tratamiento periodontal mecéanico (21), sin embargo, un problema global
actualmente suscitado es el desarrollo de la resistencia a antimicrobianos, que esta

directamente asociado con el consumo indiscriminado de los mismos (22).



3.1. Antibidticos

Durante los tltimos 50 afios, el aumento en el uso de antibioticos ha generado una
presion selectiva sobre las bacterias susceptibles, lo que pudo haber favorecido la
supervivencia de cepas resistentes (23), de las cuales algunas son resistentes a mas de un
antibidtico. Al reducir el uso excesivo e indiscriminado de antibioticos, se espera que las

bacterias resistentes puedan ser reemplazadas por bacterias susceptibles (24).

Los antibidticos actiian sobre las bacterias patdogenas, pero también sobre las
comensales, seleccionando cepas resistentes y genes de resistencia. Esta resistencia puede
presentarse como un proceso adaptativo no relacionado con la estructura de un antibidtico
(25) o desarrollarse como resultado de mutaciones cromosomales e intercambio horizontal
de material genético de otras bacterias o fagos a través de mecanismos como:
transduccion, que consiste en la transferencia de ADN cromosémico o plasmidico de una
bacteria a otra mediante un bacteridfago (virus que infecta bacterias); la transposicion en
la cual existe movimiento de una seccion de ADN (transposon) que puede contener genes
para la resistencia a diferentes antibidticos o la conjugacion, que consiste en el intercambio
de material genético entre dos bacterias (donante y receptor), a través de una hebra sexual

o contacto fisico entre ambas (26).

3.2. Antisépticos

Eluso de antisépticos como el triclosan, yodopovidona y peréxido de hidrégeno son
de gran ayuda para el control en la formacion del biofilm. La clorhexidina, es el agente
quimico mas usado, ya que previene la acumulacion del biofilm, debido a su actividad
bacteriostatica y bactericida, su alta sustantividad y amplio espectro (27). Es considerada
la sustancia antimicrobiana “Gold Estandar” y su mecanismo de accion se da cuando causa

la ruptura de la pared celular bacteriana e inhibe su sistema enzimatico (28).

La clorhexidina se adhiere a la superficie dentaria e interfiere en la adhesion
bacteriana, e interactiia con las glucoproteinas salivales, lo que reduce la formacion de la

pelicula salival, ademas, forma una union irreversible con tejidos bucales y se libera con



lentitud. Sin embargo, las limitaciones del uso de este antiséptico estan relacionadas con
los efectos adversos, como reaccion de hipersensibilidad, alteraciones en el sentido del
gusto (salado y amargo, alteracion que es reversible), tumefaccion parotidea unilateral o

bilateral, erosion de la mucosa y manchas en los dientes y lengua (29).

4. COMPUESTOS ORGANOMETALICOS
4.1. Casiopeinas®

Las casiopeinas® son una familia de compuestos quimicos con un 4tomo central de
cobre unido a ligantes orgédnicos. Son una alternativa quimioterapéutica para los
tratamientos contra el cancer y se desarrollaron basandose en su facil metabolismo, en
comparacion con otros iones metalicos utilizados en quimioterapia (30). Segun estudios,
algunas de ellas han demostrado actividad antineoplasica (31), antiproliferativa,

citotoxica, genotoxica y de baja toxicidad para linfocitos y macréfagos (32).

Dentro de la quimica de coordinaciéon, los compuestos organometdlicos se
caracterizan por poseer en su estructura un enlace carbono-metal, estos pueden ser vistos
produciendo un efecto sinérgico entre un ligante y un metal de transicion, formando un
nuevo compuesto que puede mejorar la accion farmacoldgica frente a una enfermedad

especifica (33).

Son compuestos de cobre(Il) de quelato mixto de la formula general [Cu (N-N) (O-
0)] NO3 6 [Cu (N-N) (O-N)] NO3, donde N-N es una diimina aromatica sustituida (1,10-
fenantrolina o 2,2'-bipiridina), O-N es un péptido o aminoacido a-aminoacida y O-O es

acetilacetonato o salicilaldehido (Figura 1) (32,34).

Para realizar su estructura se consideraron diferentes aspectos quimicos como la
presencia de un metal esencial (para disminuir la toxicidad), la existencia de diiminas
aromadticas tienen una afinidad alta por los quelatos de cobre, que favorecen la
configuracion cis alrededor del i6n metal, dando a la molécula estructura y estabilidad,
debido a su sistema de anillos aromaticos y ligantes secundarios con baja toxicidad y alta

afinidad al cobre, como aminoacidos o acetilacetonato (35).



El uso de compuestos organometalicos y proporciona varias ventajas con respecto a
la forma y la estabilidad proporcionando una gran variedad de estados de oxidacion para
alcanzar diversos objetivos bioldgicos especificos (36), estos compuestos son capaces de
inhibir la proliferacion celular principalmente por vias apoptoticas, a través de

mecanismos dependientes e independientes de la activacion de las caspasas (37).

HaC CH, | (NOj) H4C crﬂ (NOs)
7 \_ /7 \ / N\_/ \
Ned”
H,N o
<\o CH,
a) Casll-gly b) CasllI-ia

Figura 1. Estructura quimica de los compuestos de cobre-Casiopeinas®.
a) Casll-gly [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)H20]NOs.
b) CasllI-ia [Cu(4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina)(acetilacetonato) H2O]NOs3.

Los compuestos a base de cobre presentan una mayor efectividad clinica, reducen
la toxicidad general y amplian el espectro de actividad antiproliferativa (38). Por ello, el
cobre es un oligoelemento esencial importante para la funcion de varias enzimas
involucradas en el metabolismo energético, la respiracion y la sintesis de ADN en la célula

(38).

La presencia del 4&tomo cobre en la estructura de las Casiopeinas® sugiere que su
principal modo de accion estd relacionado con la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) (39,40), radicales hidroxilo y superoxido, induciendo la oxidacién de
moléculas (proteinas, acidos nucleicos y lipidos) a través de la reduccion de Cu(Il) a Cu(I)

por reacciones de Fenton (41).

La interaccion de estos radicales con el material genético provoca la oxidacion de

las bases, dando como resultado la ruptura del ADN, ademas de la toxicidad mitocondrial,



inhibicion del proteasoma, dafio a la membrana lipidica e inhibicion de la fosforilacion

oxidativa (32,35.,41).
4.2. Rutenio

Los compuestos de rutenio (RuN-6), son conocidos por sus propiedades favorables
para el disefio de agentes antitumorales debido a su coordinacion octaédrica, el cambio
lento del ligante (Figura 2), el rango de diferentes estados de oxidacién, especificidad y
otras aplicaciones bioldgicas fotoactivadas (42,43). Han sido estudiados y caracterizados
como posibles agentes antiparasitarios y antitumorales y el estado de oxidaciéon RuN-6 es

la forma activa para producir estos efectos (36).

RuN-6 pueden inducir la apoptosis de las células cancerosas al atacar las
mitocondrias y causar la sobreproduccion de ERO inhibiendo el crecimiento tumoral a
través de multiples eventos como la unioén de transferrina/albimina, la inhibiciéon de las

transferasas S-glutation-S-, las cinasas y ademas de la intercalacion de ADN (42).

El disefio de estos compuestos involucra la modulacion del potencial redox a través
de la modificacion del ligante bidentado y la incorporacion de anillos aromaticos en la

estructura del ligante que proporciona la capacidad de interactuar con el ADN (43).

Tz

Figura 2. Estructura quimica de compuesto organometalico — Rutenio
[Ru3+(2,9-Bis-(2',6'-diazahexanyl)-1,10- fenantrolina)] hexafluoruro
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4

HIPOTESIS

Los compuestos de cobre-Casiopeinas® y rutenio son efectivos contra

Aggregatibacter actinomycetemcomitans debido a sus propiedades fisico-quimicas.
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La periodontitis es la enfermedad bucal cronica inflamatoria mas comin que se
observa en la poblacion. Puede conducir a la pérdida de los dientes afectando
negativamente la funcion estética y masticatoria, siendo un factor importante de

desigualdad social y determinante de la calidad de vida.

Un aspecto importante es la asociacion que tiene con las enfermedades sistémicas
como la diabetes, hipertension, enfermedades cardiacas, renales, entre otras,
desencadenando un impacto socioecondémico y alta demanda en los servicios de salud

publica.

El uso de antibioticos para el tratamiento de la EP, ademas de ser favorable para el
control de microorganismos periodontopatdogenos ha generado una gran dependencia
desmedida, llegando a ser utilizados de manera indiscriminada incluso sin ser prescritos

por un profesional de la salud, volviéndose inefectivos ante la patologia inicial.

Por ello, es importante el estudio de alternativas de tratamiento para la EP. Los
compuestos de cobre y rutenio utilizados sobre los microorganismos asociados a la EP
como Aggregatibacter actinomycetemcomitans, prometen ser de gran utilidad, ya que en
conjunto con la terapia de desbridamiento mecénico, el propio cuidado del paciente con
las medidas de higiene oral previstas y la disminucion de las comunidades microbianas
patdgenas podrian llevar a un estado de simbiosis oral, generando resultados

satisfactorios, incluso en la terapia de mantenimiento.



12

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de compuestos de cobre-Casiopeinas® (Casll-gly y Caslll-ia) y

rutenio (RuN-6) contra Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el potencial citotoxico de compuestos de cobre-Casiopeinas® (Casll-gly y
CasllI-ia) y rutenio (RuN-6) en concentraciones de 10, 30, 50 y 70mg/mL contra

Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

2. Determinar la viabilidad celular de osteoblastos frente a Casiopeinas® (CaslI- gly y

CasllII-ia) y rutenio (RuN-6) en concentraciones de 10, 30, 50 y 70mg/mL.



DISENO DEL ESTUDIO

Experimental, observacional, transversal.

VARIABLES Y ANALISIS ESTADISTICO

13

Nombre de Tipo de . Escala Objetivo a Analisis
. . Indicador de . ;e
la variable variable . s cumplir estadistico
medicion
Objetivo
Casiopeina ) ) ) )
_— Independiente | Absorbancia | Nominal general y Analitica
-gly
especifico 1
Objetivo
Casiopeina ‘ ‘ ‘ '
_— Independiente | Absorbancia | Nominal general y Analitica
-ia
especifico 1
Objetivo
Rutenio . ' '
Independiente | Absorbancia | Nominal general y Analitica
(RulN-6)
especifico 1
Objetivo
) . ) general y '
Absorbancia | Dependiente | Absorbancia | Nominal Analitica
especifico

2
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1. Preparacion de Compuestos.
Compuestos de cobre-Casiopeinas® y de rutenio:
o Casll-gly [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)H20]NOs3.
e Caslll-ia [Cu(4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina)(acetilacetonato) H2O]NOs3.
e RuN-6 [Ru3+(2,9-Bis-(2',6'-diazahexanyl)-1,10- fenantrolina)] hexafluoruro.

Fueron sintetizados en la Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico y preparados en 4 concentraciones mencionadas acontinuacion. Los compuestos
de cobre han sido patentados y registrados con el titulo “Casiopeinas®” (SECOFI, 1992,
2002, 2012)

Para la preparacion de los compuestos de cobre, se prepard una solucion stock con
3mg de Casll-gly y CasllI-ia, respectivamente y se disolvieron en 1mL de H20. De esta
solucion se realizd disoluciones consecutivas para obtener las siguientes concentraciones
0.03mg/mL y 0.012mg/mL. A partir de esta solucion stock se colocaron las cantidades

previstas de la concentracion de 10, 30, 50 y 70mg/mL de Casiopeina® (Figura 3).

3mg del compuesto RuN-6 se disolvieron en 1mL de DMSO. De esta solucion se
realizo disoluciones consecutivas para obtener las siguientes concentraciones 0.03mg/mL
y 0.012mg/mL. A partir de esta solucion stock se colocaron las cantidades previstas de la

concentracion de 10, 30, 50 y 70mg/mL de RuN-6.
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[ Casll-gly ] [ Caslll-ia ] [ RuN-6 ]
3mg 3mg
1mLH,0 1mLDMSO
0.03mg/mL 0.03mg/mL
0.12mg/mL 0.12mg/mL

10mg/mL
30mg/mL

50mg/mL

70mg/mL

Figura 3. Diagrama de preparacion de compuestos.
3mg de Casll-gly y CasllI-ia. 3 mg de RuN-6. Se obtienen concentraciones de 10, 30, 60 y
70mg/mL de cada compuesto.

2. Ensayo de inhibicion bacteriana.

La cepa Dbacteriana utilizada en este estudio fue Aggregatibacter
actinomycetemcomitans serotipo b (ATCCe 43718™). La cepa se obtuvo como cultivos
liofilizados de la American Type Culture Collection (ATCC). Para los experimentos, el
crecimiento de los cultivos puros de la cepa se cultivo en superficies de agar y se suspendio
en tubos individuales con base de caldo de Mycoplasma enriquecido, complementado con
0,3pug/mL de menadiona (Sigma-Aldrich) y Spg/mL de hemina (Sigma-Aldrich) (Figura
4a). La densidad optica (OD) de cada tubo se ajustd en un espectrofotdémetro a 600nm, a

fin de obtener 109 UFC/mL de la cepa.

Posteriormente, se transfirieron de 150ul de la suspension ajustada de la cepa

bacteriana en microplacas de 96 pozos (Figura 4b), y se probaron las cuatro
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concentraciones diferentes (10, 30, 50 y 70mg/mL) de los compuestos de cobre-
Casiopeinas® (Casll-gly, Caslll-ia) y rutenio (RuN-6) contra cada cepa de 4.
actinomycetemcomitans, en un volumen total de 200ul (Figura 4c). El medio de cultivo
se utilizd como control negativo y antibidtico Ciprofloxacino (200mg/100mL) como
control positivo. La cepa bacteriana con cada uno de los compuestos de cobre y rutenio se
incubaron en condiciones anaerdbicas a 37 °C (80% N2, 10% CO2 y 10% H?2) utilizando
agitacion orbital a 160rpm durante 48. Finalmentemente, se midi6 la absorbancia de los

pozos con un lector de UV-visible a una longitud de onda de 600nm.

Figura 4. Ensayo de inhibicién bacteriana.
a) Recoleccion de la cepa de Aggregatibacter actinomycetemcomitans. b) 150uL se transfirieron
en placas para microtitulacion. ¢) Aplicacion de 50ul de Casll-gly, Caslll-ia y RuN-6, de cada
concentracion de 10, 30, 50 y 70 mg/mL

3. Ensayo de viabilidad celular.

Se realizé un cultivo de la linea celular de osteoblastos (ATCCe - CRL-11372,
hFOB 1.19). Las células fueron cultivadas en medio minimo esencial modificado de
Dulbbeco, (DMEM F-12) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, antibiotico-
antimicotico 1% y fueron mantenidos a 37°C en una atmosfera humeda con 5% de CO2

(Figura 5a-b).

Se sembraron 5000 células por pozo en placas para microtitulacion de 96 pozos en

las que se colocaron por tripicado los tratamientos a las concentraciones previamente
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establecidas (Figura 5c). Se utilizé como control positivo el antibidtico ciprofloxacino
(200mg/100ml). Las placas fueron incubadas durante 24 hrs y mantenidas a 37°C en una

atmosfera humeda con 5% de COo.

Posteriormente por medio de ensayo de resazurin (Sigma-Aldrich Resazurin sodium
salt powder, BioReagent, suitable for cell culture) se determind la viabilidad celular. Para
ello se colocaron 20uL de resazurin por pozo y se dejo actuar durante 4 hrs, la reaccion
redox en los ensayos basados en resazurin proporciona informacion sobre los procesos
intercelulares y la actividad metabdlica. En condiciones tipicas del ensayo, el componente
activo, la resazurina se reduce a resofurina. Este cambio quimico, cambia las propiedades
fisicas del medio permitiendo la deteccion a través de la fluorescencia o la
espectrofotometria y fue leido en un espectofotometro ChroMate con una longitud de onda

de 595nm.

Figura 5. Cultivo de linea celular de osteoblastos.
a) Cepa ATCC® - CRL-11372, hfOB 1.19. b) Se mantuvieron a 37°C en una atmosfera humeda
con 5% de CO2. ¢) Se sembraron en placas para microtitulacion 5000 células por pozo y se
coloca tratamiento de Casll-gly, CasllI-ia y RuN-6, de cada concentracion de 10, 30, 50 y
70mg/mL.

ANALISIS DE DATOS

Se utilizoé un analisis estadistico no paramétrico con la prueba de Kruskall Wallis
para el estudio e interpretacion de las variables. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas cuando el valor de p <0.05
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Los compuestos empleados en este trabajo fueron elegidos debido a que muestran
actividad antiproliferativa en diferentes lineas celulares (31,32). La actividad
antibacteriana de estos compuestos se determind mediante la exposicion in vitro contra la
cepa bacteriana de Aggregatibacter actinomycetemcomitans a los compuestos Casll-gly,
Caslll-ia y RuN-6, a las concentraciones preestablecidas de 10, 30, 50 y 70mg/mL,
durante 48hrs. En la grafica 1 se muestran los resultados de inhibicion, en los cuales, los
3 compuestos presentan una efectividad significativa en la inhibicion de la proliferacion

de A. actinomycetemcomitans.

El control positivo (antibidtico-ciprofloxacino), presentd una lectura de 0.0480D
correspondiente a un 66% de inhibicion bacteriana y el control negativo (medio de cultivo)

0.140D de crecimiento bacteriano.

Para los compuestos de cobre, la Casll-gly en sus concentraciones de 10 y
30mg/mL, mostraron resultados significativos obteniendo 60 y 62% de inhibicion,
respectivamente. Por otra parte, las concentraciones mas altas (50 y 70mg/mL) tuvieron

un menor efecto, con un total de 59% y 55%.

Los valores para Caslll-ia oscilaron entre el 40% y 54% de inhibicién. En su
concentracion de 10 mg/mL se aprecia el menor efecto con un total de 0.0840D. Por lo
cual en este compuesto, a mayor concentracion, mayor es el efecto antimicrobiano,

teniendo un 0.0640D (54%) en la concentracion final de 70mg/mL.

El compuesto a base de rutenio (RuN-6) en su concentraciéon mas alta de 70mg/mL
obtuvo porcentaje del 60%, teniendo un mayor efecto inhibitorio entre todas las
concentraciones evaluadas. El RuN-6, en su concentracion mas baja de 10mg/mL,
demostro el menor efecto antimicrobiano, con un (39%) presentando un menor porcentaje

de inhibicion en comparacion a los otros compuestos estudiados.
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Grafica 1. Ensayo de inhibicidon contra Aggregatibacter actinomycetemcomitans con
CaslI-gly, CasllI-ia y RuN-6.

0.150
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A c Casll.gly1 Casll.gly2 Casllgly3 Casli.glyd Caslil-ia1 Caslil-ia 2 Caslil-ia 3 Casllil-ia 4 RuN-6 1 RuN-6 2 RuN-6 3 RuN-6 4

Tratamientos mg/mL
A: antibittico; C: medio de cultivo; CaslI-gly: Casiopeina II-gly; Caslll-ia: Casiopeina III-ia; RuN-6:
rutenio; Concentraciones: Casll-gly/Caslll-ia (1) = 10mg/mL, CaslI-gly/Caslll-ia (2) = 30mg/mL, CaslI-
gly/Caslll-ia (3) = 50mg/mL, Casll-gly/Caslll-ia (4) = 70mg/mL. RuN-6 (1) = 10mg/mL, RuN-6 (2) =
30mg/mL, RuN-6 (3) = 50mg/mL, RuN-6 (4) = 70mg/mL; * p <0.05.

En el gréafico 2, se observé el ensayo de viabilidad celular que mostrd resultados
satisfactorios para las células osteoblasticas. Se evaluaron 4 concentraciones del
antibiotico (Ciprofloxacino) a 10, 30, 50 y 70mg/mL. Los compuestos y el antibidtico se
utilizaron en hFOB en cultivo celular in vitro para evaluar un posible efecto citotdxico.
La viabilidad celular se vio establecida en un rango entre el 61% y 87% de las para las
cuatro concentraciones del antibiotico estudiadas. A partir de esto, se observo la
absorbancia de los compuestos evaluados, donde un porcentaje mayor al 80% representa

un compuesto no citotdxico para células sanas del hFOB.

El compuesto de cobre, Casll-gly en su primera concentracion, mostrd una lectura
de 0.510D, correspondiente al 92% de viabilidad celular, seguido de en un 85%, 74% y
63% en el aumento de las concentraciones respectivamente. Por su parte, el compuesto
Caslll-ia en su primera concentracion motrd la viabilidad del 96% y la segunda
concentracion alrededor del 85%, siendo las inicas concentraciones que cumplian con los

criterios de viabilidad mayor al 80%.

Las concentraciones del compuesto rutenio (RuN-6) reportaron una viabilidad que
va desde el 90% en su concentracion mas baja (10mg/mL) hasta un 63% en su
concentracion mas alta (70mg/mL). Estos resultados mostraron que el ciprofloxacino y el

RuN-6 fueron mas citotoxicos que los compuestos de cobre-Casiopeinas®.
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Grifica 2. Viabilidad de cultivo de células osteoblasticas a los compuestos CaslI-gly,
CasllI-ia y RuN-6 determinada por el ensayo de microtitulacion de resazurin.
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c A1 A2 A3 A4 Caslllia1 Caslllia2 Caslilia3 Caslil-ia4 Casli-gly 1 Casli-gly 2 Casli-gly 3 Casll-gly4 RuN-61 RuN-62 RuN-63 RuN-64

Tratamientos mg/mL
A: antibidtico; C: medio de cultivo; Casll-gly: Casiopeina II-gly; Caslll-ia: Casiopeina III-ia; RuN-6:
rutenio; Concentraciones: CaslI-gly/Caslll-ia (1) = 10mg/mL, Casll-gly/CasllI-ia (2) = 30mg/mL, CaslI-
gly/Caslll-ia (3) = 50mg/mL, Casll-gly/Caslll-ia (4) = 70mg/mL. RuN-6 (1) = 10mg/mL, RuN-6 (2) =
30mg/mL, RuN-6 (3) = 50mg/mL, RuN-6 (4) = 70mg/mL; * p <0.05.
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El objetivo de este estudio fue la evaluacion de los compuestos de cobre-
Casiopeinas® y rutenio (Casll-gly, Caslll-ia y RuN-6) contra Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Diversos autores demostraron la capacidad inhibitoria de estos
compuestos principalmente en células cancerigenas, ademas de comprobar la
citotoxicidad de los mismos para células sanas. Dado que se estima que el mecanismo de
accion es a través de la sobre-produccion de ERO (44), los resultados obtenidos en este

estudio mostraron actividad inhibitoria en la bacteria antes mencionada.

Barbosa et al. realizaron un estudio para evaluar compuestos de cobre,
Casiopeinas® (CaslllI-ia, CasllI-Ea y Casll-gly) en cepas de Mycobacterium tuberculosis
suceptibles y resistentes al tratamiento establecido (isoniazida, rifampicina y etambutol)
(45). Sus resultados muestran actividad contra Mycobacterium tuberculosis, ademas de

presentar sinergismo con los tratamientos de segunda generacion.

Marin-Hernandez et al. comprobaron el efecto anti-neoplésico de la CaslI-gly por
medio de la disminucién metabodlica a través de la glicolisis y la foforilacion oxidativa.
Emplearon tumores malignos (sarcoma de colon humano, melanoma de cancer de mama,
carcinomas de mama, pulmon, ovario, cuello uterino). Sus resultados aluden a que CaslI-
gly en incubaciones de 60 minutos (1-100M) revelando que 100M era una concentracion
adecuada para inducir cambios en el flujo glicolitico y en las actividades de las enzimas
glicoliticas sin alteraciones asociadas a la viabilidad celular, en experimentos a corto plazo
(46). Al comparar estos resultados con los obtenidos en este estudio, el compuesto CaslI-
gly obtuvo las mejores propiedades antibacterianas de los 3 compuestos utilizados
teniendo efectos a partir de su concentracion de 10 mg/mL, sin embargo, a medida que la
concentracion aumentaba hasta (70mg/mL) el efecto inihibotorio disminuia. Podemos
inferir que la actividad de las enzimas glicoliticas en el metabolismo celular se ve afectado
en la presencia de distintas concentraciones del compuesto mencionado, sin embargo, el
tiempo de exposicion (no evaluado por minuto) pudo tener una influencia directa en su

efecto inhibitorio.
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Al aumentar la concentracion, se observan diferentes mecanismos de actividad entre
ambos compuestos de cobre, por una parte la Casll-gly presentaba un patron de
disminucion en el efecto inhibitorio de Aggregatibacter actinomycetemcomitas. Caslll-ia
mostrd el efecto contrario, ya que al aumentar la concentracién, mayor es el efecto
antimicrobiano, contrario a lo reportado por Miranda-Calderéon et al. en donde la
administracion de CasllI-ia en altas concentraciones, producia un efecto deletéreo, el cual

podia deberse a pH presente en el medio después de un periodo determinado accion (47).

En efecto, Aggregatibacter actinomycetemcomitas al ser un microorganismo
capnofilo y uno de los patogenos clave en el desarrollo de la EP, mostrd ser suceptible al
tratamiento con Casll-gly y CasllI-ia, por ello podemos demostrar que dependiendo de la
concentraciéon y tiempo de accion del compuesto, la anaerobiosis no influye

negativamente en su actividad (48).

Por otra parte, la viabilidad celular frente a los compuestos fue determinada, en
donde diversos estudios afirman la baja citotoxicidad para células sanas como macrofagos
y linfocitos (49). En esta investigacion, el cultivo celular de osteoblastos reportd una
viabilidad mayor al 80% frente a las concentraciones mas bajas de los compuestos de
cobre, donde se observé menor efecto citotoxico que el tratamiento antibidtico de
eleccion. Rodriguez-Mercado et al. demostraron que pruebas experimentales en la
relacion entre el estrés oxidativo y el efecto Casll-gly, presentando una débil

mutagenicidad (49).

El compuesto de rutenio (RuN-6) mostré mayor actividad inihibitoria a més alta
concentracion, ademas la actividad citotoxica de este compuesto tuvo una mayor actividad
dosis-dependiente. Pal ef al. y Deng et al. afirmaron que en el tratamiento anti-neoplasico
posee menor actividad citotoxica que el tratamiento estandar (42,43) por lo tanto cual
queda en evidencia que el uso de este compuesto contra microorganismos periodonto-

patdgenos es apropiado.

El cobre y otros metales de transicion poseen propiedades antimicrobianas (50,51).
Vargas et al. demostraron que estos metales nanoparticulados pueden ser utilizados en

enjuagues bucales como agentes antimicrobianos en el tratamiento de la gingivitis y para
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patoégenos de la periimplantitis (52), es por ello que con los resultados obtenidos en este
estudio podemos fundamentar la utilizacion de estos compuestos como agentes
antimicrobianos a nivel local, sin emgargo, no se descarta su utilizacion en terapias de

regeneracion periodontal.

Actualmente, las necesidades regenerativas de los pacientes periodontales estan en
aumento debido a multiples factores descritos anteriormente, sin embargo estos objetivos
suelen verse afectados debido a la falta de materiales con mejoras en sus propiedades
fisico-quimicas. La ingenieria de tejidos se ha centrado en aumentar las propiedades
regenerativas de los materiales por medio de la utilizacion de agentes como proteinas,
genes, factores de crecimiento, antibidticos y antiinflamatorias colocados en los andamios

(membranas) (53).

Peilin Chen et al. desarrollaron un material de barrera de colageno bioactivo para la
regeneracion Osea guiada que combina propiedades antibacterianas y antiinflamatorias
debido a que contienen un recubrimiento de nanoparticulas de plata (AgNP). Este estudio
obtuvo resultados satisfactorios en el efecto antibacteriano contra el Staphylococcus
aureus 'y el Pseudomonas aeruginosa y ademas, se puede observar una toxicidad limitada
a nivel celular. Asimismo, se demostro efectos antiinflamatorios eficaces al reducir la
expresion y la secrecion de citoquinas inflamatorias como la IL-6 y el TNF-a. Estas
membranas de coldgeno recubiertas de AgNP pudieron inducir la diferenciacion
osteogénica de las células madre mesenquimales que guian la regeneracion dsea, por ello,
se puede demostrar una potencial aplicacion en las membranas de coldgeno recubiertas de
AgNP para prevenir la infeccion después de la introduccion de un injerto 6seo en la

reconstruccion de la cresta alveolar (54).

Finalmente, los biomateriales vitroceramicos se han utilizado en la reparacion del
tejido Oseo durante mas de 30 afos, recientemente, estudios han centrado sus
investigaciones en la modificacién de la actividad osteogénica, ademas de introducir
propiedades adicionales, como la actividad antimicrobiana. Fernandes J. ef al. observaron
que las modificaciones inorganicas en los biomateriales de vidrio y vitroceramica son
eficaces en la actividad antimicrobiana, ademas de inducir un disefio estructural y la

adicion de iones especificos (Ag+, Cut) que pueden conferir un caracter multifuncional a
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estos sistemas, tenendo aspectos aceptables en la bioactividad y en la actividad bactericida

(55)
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Los compuestos de cobre-Casiopeinas (Casll-gly y Caslll-ia) y rutenio (RuN-6)
poseen actividad inhibitoria contra Aggregatibacter actinomycetemcomitans, dependiente
de la concentracion y el tiempo de exposicion de los mismos. Las condiciones de
crecimiento y proliferacion de los microorganismos presentes en la EP forman parte de un
estudio complejo debido a la capacidad de adaptacion al medio bucal y el sinergismo entre

las especies bacterianas.

Diversos estudios sugieren el uso del cobre como agente antimicrobiano, por ello
los resultados del presente estudio demuestran que el compuesto Casll-gly podria ser
considerado con un posible agente antimicrobiano en la terapia periodontal, debido a su
baja citotoxicidad y a la baja probabilidad de desarrollar resistencia microbiana. Sin
embargo, se necesitan mas estudios para dilucidar el mecanismo de accién y su interaccion

con otros microorganismos periodonto-patdgenos.
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Anexo 1. Diagrama de experimento.
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