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GLOSARIO 
 
 

 

x Sinergismo: resultado de la acción de dos o más sustancias que, actuando en conjunto, 

provocan una respuesta mayor a la suma de los efectos que provocarían por separado.  

x Disbiosis: desbalance del equilibrio microbiano de la microbiota normal, debido a 

cambios cuantitativos o cualitativos de su composición. 

x Patogenicidad: capacidad de un microorganismo para producir enfermedad en un 

huésped susceptible. 

x Leucotoxina: citotoxina que causan degeneración y necrosis de los leucocitos. 

x Lipopolisacárido: estimulante del sistema inmune, con un potente efecto tóxico. 

x Colagenasa: metaloproteinasa de matriz que rompe los enlaces peptídicos de 

los colágenos. 

x Bacteriostático: efecto que impide la proliferación bacteriana.  

x Bactericida: efecto que produce la muerte a una bacteria.  

x Citotoxicidad: capacidad de una célula para ser tóxica frente a otras que están alteradas. 

x Genotoxicidad: capacidad para causar daño al material genético por agentes físicos, 

químicos o biológicos. 

x Quelante: es un componente que forma complejos con iones de metales pesados. 

x Apoptosis: muerte celular programada o provocada por el mismo organismo, con el fin 

de controlar su desarrollo y crecimiento. 

x Potencial redox: tendencia de las especies químicas en una reacción de reducción o de 

un electrodo en una celda galvánica a adquirir electrones. 

 

 

 

 

 

 



   

 

 

 

ABREVIATURAS 

 

 

x EP: Enfermedad Periodontal. 

x PDB: Placa Dentobacteriana. 

x LPS: Lipopolisacárido. 

x LtxA: Leucotoxina A. 

x ERO: Especie Reactiva de Oxígeno. 

x Cu: Cobre. 

x CasII-gly: Casiopeína II-gly. 

x CasIII-ia: Casiopeína III-ia. 

x RuN-6: Rutenio. 

x ATCC: American Type Culture Collection. 

x DMSO: Dimetilsulfóxido. 

x DMEM: Medio Mínimo Esencial Modificado. 

x SFB: Suero Fetal Bovino. 
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DEFINICIÓN DEL PROBLEMA 

 

 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 destrucción progresiva de las estructuras de soporte del 

diente, se origina principalmente en hospederos susceptibles y su manifestación clínica 

inicial está dada por la presencia de sangrado, edema, eritema y/o agrandamiento gingival.  

 En un estado de salud periodontal, la cavidad oral está colonizada por una flora 

comensal no patógena, 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 patógena,  

la cual Aggregatibacter actinomycetemcomitans se perfila como microorganismo clave en 

la EP. 

 La nueva clasificación de las enfermedades periodontales asegura que el tratamiento 

electivo es la terapia mecánica inicial y eliminación de depósitos de cálculo mediante 

detartraje manual (raspado y alisado radicular) e instrumentos ultrasónicos, sin dejar de 

lado la importante función del cepillado dental. 

 Como parte del tratamiento de fase inicial, el uso de antisépticos y antibióticos ha 

sido ampliamente recomendado, sin embargo, el uso indiscriminado de estos fármacos 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 antibiótica, 

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-Casiopeínas® y el 
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rutenio en microorganismos periodonto-patógenos buscando una respuesta favorable 

como facilitadores del abordaje terapéutico de la EP.  

 Debido a ello se estableció la siguiente pregunta de investigación: ¿Qué efecto 

tienen los compuestos de cobre-Casiopeínas® y rutenio contra Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans? 
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

1. ENFERMEDAD PERIODONTAL 

 La EP es una patología que desencadena una respuesta inmune-inflamatoria crónica 

en el hospedero (3). Las principales características son: la pérdida de los tejidos de soporte 

del diente manifiestandose a través de la pérdida de la inserción clínica, 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, está 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, limitándose 

a la encía libre y adherida, sin extenderse más allá de la unión mucogingival (5). Sin 

embargo, el tejido gingival puede presentar lesiones patológicas no inducidas propiamente 

por placa, indicando la manifestación de una afección sistémica (6). 

La presencia de inflamación 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 prevención para evitar el desarrollo de 

la periodontitis (5). La periodontitis es una enfermedad inflamatoria, crónica, 

multifactorial y progresiva que está asociada principalmente al acúmulo excesivo de PDB 

propiciando la destrucción de los tejidos periodontales, razón por la cual esta enfermedad 

no es reversible (4). 

Finalmente, la fisiopatología de la EP se ha direccionado a la activación de 

proteinasas derivadas del hospedero que ocasionan la degradación de las fibras del 

ligamento periodontal y por consiguiente la migración apical del epitelio de unión, dando 

paso a la propagación del biofilm subgingival a lo largo de la superficie radicular, 

provocando daño a los tejidos internos de soporte, como el hueso alveolar y el cemento 

radicular (7). 
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2. MICROBIOLOGÍA DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL  

En el paradigma actual, se cree que la EP es iniciada por comunidades microbianas 

sinérgicas y disbióticas, por lo cual la relación entre microorganismos permite aumentar 

su grado de patogenicidad y el rápido 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 está implícita como un marcador de riesgo, al igual que 

Porphyromonas gingivalis (8±10). 

2.1. Aggregatibacter actinomycetemcomitans  

Aggregatibacter actinomycetemcomitans es una bacteria clave en la etiología de la 

periodontitis (11), puede colonizar la mucosa oral y trasladarse al margen gingival 

iniciando una respuesta inmunitaria que conduce a la degradación de los tejidos 

periodontales (12). Es un cocobacilo capnófilo Gram negativo que no produce esporas, no 

es hemolítico y forma colonias de aproximadamente 0,5-1,0mm de diámetro de forma 

circular, transparentes y de bordes irregulares (13). Elabora un n~mero de factores de 

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

Se han identificado siete serotipos (a, b, c, d, e, f, y g) basados en las características 

estructurales del antígeno 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 

producción de LtxA y al aumentar sus niveles de concentración, se produce una 

exacerbación 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 antibióticos sistémicos para el tratamiento (16). 
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 Diversos estudios indican que aquellos individuos con sitios que albergan A. 

actinomycetemcomitans junto con Filifactor alocis probablemente desarrollen pérdida 

ósea; mientras que los sitios que sólo albergan A. actinomycetemcomitans son mucho 

menos propensos a desarrollarla, esto indicaría que la relación entre microorganismos 

favorece la proliferación del daño periodontal (17).  

El tratamiento de la EP tiene como objetivo reducir la carga inflamatoria y 

bacteriana de la cavidad oral, evitando una mayor progresión de la enfermedad y la 

posterior pérdida de dientes. En la mayoría de los casos, este objetivo se puede lograr a 

través de una terapia inicial no quirúrgica dirigida tanto al control de infecciones como a 

la reducción de bolsas periodontales (18). 

Dependiendo la severidad de la periodontitis (estadio y grado) las opciones de 

tratamiento se ven diversificadas, siendo la terapia mecánica (detartraje) la primordial 

para la eliminación del cálculo dental. Además, las terapias de fase I y fase II, que van 

desde tratamientos no quirúrgicos, como el raspado y alisado radicular, hasta tratamientos 

quirúrgicos como la cirugía 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, llevó a un interés en el uso de agentes 

antimicrobianos en la terapia periodontal, promoviendo una supresión selectiva del 

posible agente etiológico (20). La evidencia de estudios clínicos indica que el uso 

sistémico de amoxicilina en combinación con metronidazol mejora significativamente los 

resultados del tratamiento periodontal mecánico (21), sin embargo, un problema global 

actualmente suscitado es el desarrollo de la resistencia a antimicrobianos, que está 

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

Durante los últimos 50 años, el aumento en el uso de antibióticos ha generado una 

presión selectiva sobre las bacterias susceptibles, lo que pudo haber favorecido la 

supervivencia de cepas resistentes (23), de las cuales algunas son resistentes a más de un 

antibiótico. Al reducir el uso excesivo e indiscriminado de antibióticos, se espera que las 

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

Los antibiyticos actúan sobre las bacterias patógenas, 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 antibiótico 

(25) o desarrollarse como resultado de mutaciones cromosomales e intercambio horizontal 

de material genético de otras bacterias o fagos a travps de mecanismos como:  

transducción, que consiste en la transferencia de ADN cromosómico o plasmídico de una 

bacteria a otra mediante un bacteriófago (virus que infecta bacterias); la transposición en 

la cual existe movimiento de una sección de ADN (transposón) que puede contener genes 

para la resistencia a diferentes antibiyticos o la conjugación, que consiste en el intercambio 

de material genético entre dos bacterias (donante y receptor), a travps de una hebra sexual 

o contacto físico entre ambas (26). 

3.2. Antisépticos 

El uso de antisépticos como el triclosán, yodopovidona y peróxido de hidrógeno son 

de gran ayuda para el control en la formación del biofilm. La clorhexidina, es el agente 

químico más usado, ya que previene la acumulación del biofilm, debido a su actividad 

bacteriostática y bactericida, su alta sustantividad y amplio espectro (27). Es considerada 

la sustancia anWimicrobiana ³Gold EsWindar´ y su mecanismo de acción se da cuando causa 

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

 La clorhexidina se adhiere a la superficie dentaria e interfiere en la adhesión 

bacteriana, e interactúa con las glucoproteínas salivales, lo que reduce la formación de la 

película salival, además, forma una unión irreversible con tejidos bucales y se libera con 
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lentitud. Sin embargo, las limitaciones del uso de este antiséptico están relacionadas con 

los efectos adversos, como reacción de hipersensibilidad, alteraciones en el sentido del 

gusto (salado y amargo, alteración que es reversible), tumefacción parotídea unilateral o 

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

4. COMPUESTOS ORGANOMETÁLICOS 

4.1. Casiopeínas® 

Las casiopetnas® son una familia de compuestos químicos con un átomo central de 

cobre unido a ligantes orgánicos. Son una alternativa quimioterapéutica para los 

tratamientos contra el cáncer y se desarrollaron basándose en su fácil metabolismo, en 

comparación con otros iones metálicos utilizados en quimioterapia (30). Según estudios, 

algunas de ellas han demostrado actividad antineoplásica (31), antiproliferativa, 

citotóxica, genotóxica y de baja toxicidad para linfocitos y macrófagos (32). 

Dentro de la qutmica de coordinaciyn, los compuestos organometilicos se 

caracterizan por poseer en su estructura un enlace carbono-metal, estos pueden ser vistos 

produciendo un efecto sinprgico entre un ligante y un metal de transiciyn, formando un 

nuevo compuesto que puede mejorar la acciyn farmacolygica frente a una enfermedad  

específica (33).  

Son compuestos de cobre(II) de quelato mixto de la fórmula general [Cu (N-N) (O-

O)] NO3 ó [Cu (N-N) (O-N)] NO3, donde N-N es una diimina aromática sustituida (1,10-

fenanWrolina o 2,2ƍ-bipiridina), O-N es Xn pppWido o aminoicido Į-aminoacida y O-O es 

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

Para realizar su estructura se consideraron diferentes aspectos químicos como la 

presencia de un metal esencial (para disminuir la toxicidad), la existencia de diiminas 

aromáticas tienen una afinidad alta por los quelatos de cobre, que favorecen la 

configuración cis alrededor del ión metal, dando a la molécula estructura y estabilidad, 

debido a su sistema de anillos aromáticos y ligantes secundarios con baja toxicidad y alta 

afinidad al cobre, como aminoácidos o acetilacetonato (35).  
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El uso de compuestos organometálicos y proporciona varias ventajas con respecto a 

la forma y la estabilidad proporcionando una gran variedad de estados de oxidación para 

alcanzar diversos objetivos biológicos específicos (36), estos compuestos son capaces de 

inhibir la proliferación celular principalmente por vías apoptóticas, a través de 

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

 

 

                                          

 

 

Figura 1. Estructura química de los compuestos de cobre-Casiopeínas®. 
a) CasII-gly [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)H2O]NO3. 

b) CasIII-ia [CX(4,4ƍ-dimetil-2,2ƍ-bipiridina)(acetilacetonato) H2O]NO3.  
 

Los compuestos a base de cobre presentan una mayor efectividad clínica, reducen 

la toxicidad general y amplían el espectro de actividad antiproliferativa (38). Por ello, el 

cobre es un oligoelemento esencial importante para la función de varias enzimas 

involucradas en el metabolismo energético, la respiración y la síntesis de ADN en la célula 

(38).  

La presencia del átomo cobre en la estructura de las Casiopeínas® sugiere que su 

principal modo de acción está relacionado con la generación de especies reactivas de 

oxigeno (ERO) (39,40), radicales hidroxilo y superóxido, induciendo la oxidación de 

moléculas (proteínas, ácidos nucleicos y lípidos) a través de la reducción de Cu(II) a Cu(I) 

por reacciones de Fenton (41).  

La interacción de estos radicales con el material genético provoca la oxidación de 

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

a) CasII-gly                                               b) CasIII-ia 
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inhibición del proteasoma, daño a la membrana lipídica e inhibición de la fosforilación 

oxidativa (32,35,41). 

4.2.  Rutenio  

Los compuestos de rutenio (RuN-6), son conocidos por sus propiedades favorables 

para el diseño de agentes antitumorales debido a su coordinación octaédrica, el cambio 

lento del ligante (Figura 2), el rango de diferentes estados de oxidación, especificidad y 

otras aplicaciones biológicas fotoactivadas (42,43). Han sido estudiados y caracterizados 

como posibles agentes antiparasitarios y antitumorales y el estado de oxidación 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 sobreproducción de ERO inhibiendo el crecimiento tumoral a 

través de múltiples eventos como la unión de transferrina/albúmina, la inhibición de las 

transferasas S-glutatión-S-, las cinasas y además de la intercalación de ADN (42). 

El diseño de estos compuestos involucra la modulación del potencial redox a través 

de la modificación del ligante bidentado y la incorporación de anillos aromáticos en la 

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

 

 

 

Figura 2. Estructura química de compuesto organometálico ± Rutenio  
 [Ru3+(2,9-Bis-(2ƍ,6ƍ-diazahexanyl)-1,10- fenantrolina)] hexafluoruro 
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HIPÓTESIS 

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

Aggregatibacter actinomycetemcomitans debido a sus propiedades físico-químicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

 

11 

JUSTIFICACIÓN 

 

La periodontitis es la enfermedad bucal crónica inflamatoria más común que se 

observa en la población. Puede conducir a la pérdida de los dientes afectando 

negativamente la función estética y masticatoria, siendo un factor importante de 

desigualdad social y determinante de la calidad de vida. 

Un aspecto importante es la asociación que tiene con las enfermedades sistémicas 

como la diabetes, hipertensión, enfermedades cardiacas, renales, entre otras, 

desencadenando un impacto socioeconómico y alta demanda en los servicios de salud 

pública. 

El uso de antibióticos para el tratamiento de la EP, además de ser favorable para el 

control de microorganismos periodontopatógenos 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 patología 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 mecánico, el propio cuidado del paciente con 

las medidas de higiene oral previstas y la disminución de las comunidades microbianas 

patógenas podrían llevar a un estado de simbiosis oral, generando resultados 

satisfactorios, incluso en la terapia de mantenimiento. 
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de compuestos de cobre-Casiopeínas® (CasII-gly y CasIII-ia) y 

rutenio (RuN-6) contra Aggregatibacter actinomycetemcomitans. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar el potencial citotóxico de compuestos de cobre-Casiopeínas® (CasII-gly y 

CasIII-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 Casiopeínas® (CasII- gly y 

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

 

DISEÑO DEL ESTUDIO 

Experimental, observacional, transversal. 

 

VARIABLES Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Nombre de 
la variable 

Tipo de 
variable Indicador 

Escala 
de 

medición 

Objetivo a 
cumplir 

Análisis 
estadístico 

Casiopeína 

II-gly 
Independiente Absorbancia Nominal 

Objetivo 

general y 

específico 1 

Analítica 

Casiopeína    

III-ia 
Independiente Absorbancia Nominal 

Objetivo 

general y 

específico 1 

Analítica 

Rutenio 

(RuN-6) 
Independiente Absorbancia Nominal 

Objetivo 

general y 

específico 1 

Analítica 

Absorbancia Dependiente Absorbancia Nominal 

Objetivo 

general y 

específico 

2 

Analítica 
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METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

 

1. Preparación de Compuestos. 

 Compuestos de cobre-Casiopeínas® y de rutenio: 

x CasII-gly [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)H2O]NO3. 

x CasIII-ia [CX(4,4ƍ-dimetil-2,2ƍ-bipiridina)(acetilacetonato) H2O]NO3.  

x RuN-6 [Ru3+(2,9-Bis-(2ƍ,6ƍ-diazahexanyl)-1,10- fenantrolina)] hexafluoruro. 

 Fueron sintetizados en la Facultad de Química, Universidad Nacional Autónoma de 

México y preparados en 4 concentraciones mencionadas acontinuación. Los compuestos 

de cobre han sido patentados y regisWrados con el WiWXlo ³Casiopeínas®´ (SECOFI, 1992, 

2002, 2012) 

  Para la preparación de los compuestos de cobre, se preparó una solución stock con 

3mg de CasII-gly y CasIII-ia, respectivamente y se disolvieron en 1mL de H2O. De esta 

solución se realizó disoluciones consecutivas para obtener las siguientes concentraciones 

0.03mg/mL y 0.012mg/mL. A partir de esta solución stock se colocaron las cantidades 

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

 3mg del compuesto RuN-6 se disolvieron en 1mL de DMSO. De esta solución se 

realizó disoluciones consecutivas para obtener las siguientes concentraciones 0.03mg/mL 

y 0.012mg/mL. A partir de esta solución stock se colocaron las cantidades previstas de la 

concentración de 10, 30, 50 y 70mg/mL de RuN-6. 
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Figura 3. Diagrama de preparación de compuestos. 

3mg de CasII-gly y CasIII-ia. 3 mg de RuN-6.  Se obtienen concentraciones de 10, 30, 60 y 
70mg/mL de cada compuesto. 

 

2. Ensayo de inhibición bacteriana. 

 La cepa bacteriana utilizada en este estudio fue Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans serotipo b (ATCC® 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 cultivó en superficies de agar y se suspendió 

en tubos individuales con base de caldo de Mycoplasma enriquecido, complementado con 

0,3ȝg/mL de menadiona (Sigma-Aldrich) y 5ȝg/mL de hemina (Sigma-Aldrich) (Figura 

4a). La densidad óptica (OD) de cada tubo se ajustó en un espectrofotómetro a 600nm, a 

fin de obtener 109 UFC/mL de la cepa.  

 Posteriormente, se transfirieron de 150µl de la suspensión 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-

Casiopeínas® (CasII-gly, CasIII-ia) y rutenio (RuN-6) contra cada cepa de A. 

actinomycetemcomitans, en un volumen total de 200µl (Figura 4c). El medio de cultivo 

se utilizó como control negativo y antibiótico Ciprofloxacino (200mg/100mL) como 

control positivo. La cepa bacteriana con cada uno de los compuestos de cobre y rutenio se 

incubaron en condiciones anaeróbicas a 37 °C (80% N2, 10% CO2 y 10% H2) utilizando 

agitación orbital a 160rpm durante 48. Finalmentemente, se midió la absorbancia de los 

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

 

Figura 4. Ensayo de inhibición bacteriana. 
a) Recolección de la cepa de Aggregatibacter actinomycetemcomitans. b) 150µL se transfirieron 
en placas para microtitulación. c) Aplicación de  50µL de CasII-gly, CasIII-ia y RuN-6, de cada 

concentración de 10, 30, 50 y 70 mg/mL 
 
 

3. Ensayo de viabilidad celular. 

Se realizó un cultivo de la línea celular de osteoblastos (ATCC® - CRL-11372, 

hFOB 1.19). Las células fueron cultivadas en medio mínimo esencial modificado de 

Dulbbeco, (DMEM F-12) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, antibiótico-

antimicótico 1% y fueron mantenidos a 37ºC en una atmósfera húmeda con 5% de CO2 

(Figura 5a-b).  

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

las que se colocaron por tripicado los tratamientos a las concentraciones previamente 
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establecidas (Figura 5c). Se utilizó como control positivo el antibiótico ciprofloxacino 

(200mg/100ml). Las placas fueron incubadas durante 24 hrs y mantenidas a 37ºC en una 

atmósfera húmeda con 5% de CO2.   

 Posteriormente por medio de ensayo de resazurin (Sigma-Aldrich Resazurin sodium 

salt powder, BioReagent, suitable for cell culture) se determinó la viabilidad celular. Para 

ello se colocaron 20µL de resazurin por pozo y se dejó actuar durante 4 hrs, la reacción 

redox en los ensayos basados en resazurin proporciona información sobre los procesos 

intercelulares y la actividad metabólica. En condiciones típicas del ensayo, el componente 

activo, la resazurina se reduce a resofurina. Este cambio químico, cambia las propiedades 

físicas del medio permitiendo la detección a través de la fluorescencia o la 

espectrofotometría y fue leído en un espectofotometro ChroMate con una longitud de onda 

de 595nm. 

 

  
Figura 5. Cultivo de línea celular de osteoblastos. 

a) Cepa ATCC® - CRL-11372, hfOB 1.19. b) Se mantuvieron a 37ºC en una atmósfera húmeda 
con 5% de CO2. c) Se sembraron en placas para microtitulación 5000 células por pozo y se 
coloca tratamiento de CasII-gly, CasIII-ia y RuN-6, de cada concentración de 10, 30, 50 y 

70mg/mL. 
 
 

ANÁLISIS DE DATOS 

 

Se utilizó un análisis estadístico no paramétrico con la prueba de Kruskall Wallis 

para el estudio e interpretación de las variables. Las diferencias se consideraron 

estadísticamente significativas cuando el valor de p < 0.05 
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RESULTADOS 

 

Los compuestos empleados en este trabajo fueron elegidos debido a que muestran 

actividad antiproliferativa en diferentes líneas celulares (31,32). La actividad 

antibacteriana de estos compuestos se determinó mediante la exposición in vitro contra la 

cepa bacteriana de Aggregatibacter actinomycetemcomitans a los compuestos CasII-gly, 

CasIII-ia y RuN-6, a las concentraciones preestablecidas de 10, 30, 50 y 70mg/mL, 

durante 48hrs. En la gráfica 1 se muestran los resultados de inhibición, en los cuales, los 

3 compuestos presentan una efectividad significativa en la inhibición de la proliferación 

de A. actinomycetemcomitans. 

El control positivo (antibiótico-ciprofloxacino),  presentó una lectura de 0.048OD 

correspondiente a un 66% de inhibición bacteriana y el control negativo (medio de cultivo) 

0.14OD de crecimiento bacteriano.  

Para los compuestos de cobre, la CasII-gly en sus concentraciones de 10 y 

30mg/mL, mostraron resultados significativos obteniendo 60 y 62% de inhibición, 

respectivamente. Por otra parte, las concentraciones más altas (50 y 70mg/mL) tuvieron 

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

Los valores para CasIII-ia oscilaron entre el 40% y 54% de inhibición. En su 

concentración de 10 mg/mL se aprecia el menor efecto con un total de 0.084OD. Por lo 

cual en este compuesto, a mayor concentración, mayor es el efecto antimicrobiano, 

teniendo un 0.064OD (54%) en la concentración final de 70mg/mL. 

El compuesto a base de rutenio (RuN-6) en su concentración más alta de 70mg/mL 

obtuvo porcentaje del 60%, teniendo un mayor efecto inhibitorio entre todas las 

concentraciones evaluadas. El RuN-6, en su concentración más baja de 10mg/mL, 

demostró el menor efecto antimicrobiano, con un (39%) presentando un menor porcentaje 

de inhibición en comparación a los otros compuestos estudiados. 
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Gráfica 1. Ensayo de inhibición contra Aggregatibacter actinomycetemcomitans con 
CasII-gly, CasIII-ia y RuN-6. 

 
A: antibiótico; C: medio de cultivo; CasII-gly: Casiopeína II-gly; CasIII-ia: Casiopeína III-ia; RuN-6: 
rutenio; Concentraciones: CasII-gly/CasIII-ia (1) = 10mg/mL, CasII-gly/CasIII-ia (2) = 30mg/mL, CasII-
gly/CasIII-ia (3) = 50mg/mL, CasII-gly/CasIII-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 gráfico 2, se observó el ensayo de viabilidad celular que mostró resultados 

satisfactorios para las células osteoblásticas. Se evaluaron 4 concentraciones del 

antibiótico (Ciprofloxacino) a 10, 30, 50 y 70mg/mL. Los compuestos y el antibiótico se 

utilizaron en hFOB en cultivo celular in vitro para evaluar un posible efecto citotóxico. 

La viabilidad celular se vio establecida en un rango entre el 61% y 87% de las para las 

cuatro concentraciones del antibiótico estudiadas. A partir de esto, se observó la 

absorbancia de los compuestos evaluados, donde un porcentaje mayor al 80% representa 

un compuesto no citotóxico para células sanas del hFOB. 

El compuesto de cobre, CasII-gly en su primera concentración, mostró una lectura 

de 0.51OD, 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 

CasIII-ia en su primera concentración motró la viabilidad del 96% y la segunda 

concentración alrededor del 85%, siendo las únicas concentraciones que cumplían 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 concentración más baja (10mg/mL) hasta un 63% en su 

concentración más alta (70mg/mL). Estos resultados mostraron que el ciprofloxacino y el 

RuN-6 fueron más citotóxicos que los compuestos de cobre-Casiopeínas®. 
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Gráfica 2. Viabilidad de cultivo de células osteoblásticas a los compuestos CasII-gly, 
CasIII-ia y RuN-6 determinada por el ensayo de microtitulación de resazurin. 
 

 
A: antibiótico; C: medio de cultivo; CasII-gly: Casiopeína II-gly; CasIII-ia: Casiopeína III-ia; RuN-6: 
rutenio; Concentraciones: CasII-gly/CasIII-ia (1) = 10mg/mL, CasII-gly/CasIII-ia (2) = 30mg/mL, CasII-
gly/CasIII-ia (3) = 50mg/mL, CasII-gly/CasIII-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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DISCUSIÓN 

 

 El objetivo de este estudio fue la evaluación de los compuestos de cobre-

Casiopeínas® y rutenio (CasII-gly, CasIII-ia y RuN-6) contra Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. Diversos autores demostraron la capacidad inhibitoria de estos 

compuestos principalmente en células cancerígenas, además de comprobar la 

citotoxicidad de los mismos para células sanas. Dado que se estima que el mecanismo de 

acción es a través de la sobre-producción 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, 

Casiopeínas® (CasIII-ia, CasIII-Ea y CasII-gly) en cepas de Mycobacterium tuberculosis 

suceptibles y resistentes al tratamiento establecido (isoniazida, rifampicina y etambutol) 

(45). Sus resultados muestran actividad contra Mycobacterium tuberculosis, además de 

presentar sinergismo con los tratamientos de segunda generación. 

 Marín-Hernández et al. comprobaron el efecto anti-neoplásico de la CasII-gly por 

medio de la disminución metabólica a través de la glicólisis y la foforilación oxidativa. 

Emplearon tumores malignos (sarcoma de colon humano, melanoma de cáncer de mama, 

carcinomas de mama, pulmón, ovario, cuello uterino). Sus resultados aluden a que CasII-

gly en incubaciones de 60 minutos (1-100M) revelando que 100M era una concentración 

adecuada para inducir cambios en el flujo glicolítico y en las actividades de las enzimas 

glicolíticas 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 CasII-

gly obtuvo las mejores propiedades antibacterianas de los 3 compuestos utilizados 

teniendo efectos a partir de su concentración de 10 mg/mL, sin embargo, a medida que la 

concentración aumentaba hasta (70mg/mL) el efecto inihibotorio disminuía. Podemos 

inferir que la actividad de las enzimas glicolíticas en el metabolismo celular se ve afectado 

en la presencia de distintas concentraciones del compuesto mencionado, sin embargo, el 

tiempo de exposición (no evaluado por minuto) pudo tener una influencia directa en su 

efecto inhibitorio. 
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 Al aumentar la concentración, se observan diferentes mecanismos de actividad entre 

ambos compuestos de cobre, por una parte la CasII-gly presentaba un patrón de 

disminución en el efecto inhibitorio de Aggregatibacter actinomycetemcomitas. CasIII-ia 

mostró el efecto contrario, ya que al aumentar la concentración, mayor es el efecto 

antimicrobiano, contrario a lo reportado por Miranda-Calderyn et al. en donde la 

administración de CasIII-ia en altas concentraciones, producía un efecto deletéreo, el cual 

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

 En efecto, Aggregatibacter actinomycetemcomitas al ser un microorganismo 

capnófilo y uno de los patógenos clave en el desarrollo de la EP, mostró ser suceptible al 

tratamiento con CasII-gly y CasIII-ia, por ello podemos demostrar que dependiendo de la 

concentración y tiempo de acción 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 macrófagos 

y linfocitos (49). En esta investigación, el cultivo celular de osteoblástos reportó una 

viabilidad mayor al 80% frente a las concentraciones más bajas de los compuestos de 

cobre, donde se observó menor efecto citotóxico que el tratamiento antibiótico de 

elección.  Rodríguez-Mercado et al. demostraron que pruebas experimentales en la  

relación entre el estrés oxidativo y el efecto CasII-gly, presentando una débil 

mutagenicidad (49). 

 El compuesto de rutenio (RuN-6) mostró mayor actividad inihibitoria a más alta 

concentración, además la actividad citotóxica de este compuesto tuvo una mayor actividad 

dosis-dependiente. Pal et al. y Deng et al. afirmaron que en el tratamiento anti-neoplásico 

posee menor actividad citotóxica que el tratamiento estándar (42,43) por lo tanto cual 

queda en evidencia que el uso de este compuesto contra microorganismos periodonto-

patógenos es apropiado. 

 El cobre y otros metales de transición 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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patógenos de la periimplantitis (52), es por ello que con los resultados obtenidos en este 

estudio podemos fundamentar la utilización  de estos compuestos como agentes 

antimicrobianos a nivel local, sin emgargo, no se descarta su utilización en terapias de 

regeneración periodontal. 

 Actualmente, las necesidades regenerativas de los pacientes periodontales están en 

aumento debido a múltiples factores descritos anteriormente, sin embargo estos objetivos 

suelen verse afectados debido a la falta de materiales con mejoras en sus propiedades 

físico-químicas. La ingeniería de tejidos se ha centrado en aumentar las propiedades 

regenerativas de los materiales por medio de la utilización de agentes como proteínas, 

genes, factores de crecimiento, antibióticos y  antiinflamatorias colocados en los andamios 

(membranas) (53).   

 Peilin Chen et al. desarrollaron un material de barrera de colágeno bioactivo para la 

regeneración ósea guiada que combina propiedades antibacterianas y antiinflamatorias 

debido a que contienen un recubrimiento de nanopartículas de plata (AgNP). Este estudio 

obtuvo resultados satisfactorios en el efecto antibacteriano contra el Staphylococcus 

aureus y el Pseudomonas aeruginosa y además, se puede observar una toxicidad limitada 

a nivel celular. Asimismo, se demostró efectos antiinflamatorios eficaces al reducir la 

expresión y la secreción de citoquinas inflamatorias como la IL-6 y el TNF-𝛼. Estas 

membranas de colágeno recubiertas de AgNP pudieron inducir la diferenciación 

osteogénica de las células madre mesenquimales que guían la regeneración ósea, por ello, 

se puede demostrar una potencial aplicación en las membranas de colágeno recubiertas de 

AgNP para prevenir la infección después de la introducción de un injerto óseo en la 

reconstrucción de la cresta alveolar (54). 

 Finalmente, los biomateriales vitrocerámicos se han utilizado en la reparación del 

tejido óseo durante más de 30 años, recientemente, estudios han centrado sus 

investigaciones en la modificación de la actividad osteogénica, además de introducir 

propiedades adicionales, como la actividad antimicrobiana.  Fernandes J. et al. observaron 

que las modificaciones inorgánicas en los biomateriales de vidrio y vitrocerámica son 

eficaces en la actividad antimicrobiana, además de inducir un diseño estructural y la 

adición de iones específicos (Ag+, Cu+) que pueden conferir un carácter multifuncional a 
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estos sistemas, tenendo aspectos aceptables en la bioactividad y en la actividad  bactericida 

(55) 
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CONCLUSIÓN 

 

 Los compuestos de cobre-Casiopeínas (CasII-gly y CasIII-ia) y rutenio (RuN-6) 

poseen actividad inhibitoria contra Aggregatibacter actinomycetemcomitans, dependiente 

de la concentración y el tiempo de exposición de los mismos. Las condiciones de 

crecimiento y proliferación de los microorganismos presentes en la EP forman parte de un 

estudio complejo debido a la capacidad de adaptación 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 CasII-gly podría 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 más estudios para dilucidar el mecanismo de acción y su interacción 

con otros microorganismos periodonto-patógenos. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Diagrama de experimento. 
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