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RESUMEN

El objetivo principal de este proyecto es evaluar in vitro la eficacia de compuestos de
coordinaciéon cobre y de rutenio, a diferentes concentraciones contra Enterococcus
faecalis, y evaluar su citotoxicidad en células de osteoblastos sanos .Enterococcus faecalis
es el microorganismo mas predominante en la infeccion persistente en dientes tratados
endodonticamente, se ha descubierto que sobrevive en ambientes hostiles que prevalecen
en los conductos radiculares de los dientes tratados endoddnticamente. Los compuestos
de coordinacion de cobre (Casiopeinas®) son un nuevo grupo de medicamentos los cuales,
se ha encontrado que tienen diferentes efectos sobre las células cancerosas, induciendo la
apoptosis celular a través de especies reactivas de oxigeno. A su vez, los compuestos de
rutenio (RuN6) son conocidos por sus propiedades favorables para el disefio de agentes
antitumorales y antiparasitarios. La cepa bacteriana de E. faecalis (ATCC) se usé para
verificar el efecto de los compuestos de coordinacion de cobre (Casiopeinas®) y rutenio
RuN6. Los Compuestos: Caslll-ia, Casll-Gly y RuN6 se evaluaron a diferentes
concentraciones (1.2, 3, 10 y 30 uL/mL) junto con un grupo de control con antibidticos
(ciprofloxacino) y un grupo de control de hipoclorito de sodio al 5,25%. La citotoxicidad
de los compuestos se evalué mediante ensayos de resazurin (Sigma-Aldrich Resazurin
sodium salt powder, BioReagent, suitable for cell culture). Los compuestos se estudiaron
en osteoblastos sanos, para descartar un posible efecto citotoxico. Los resultados
mostraron que los compuestos de coordinacion de cobre y rutenio tenian efectos de
inhibicion contra E. faecalis a diferentes concentraciones, el compuesto de coordinacion
CaslI-gly en su concentracion de 30 mg/mL fue el que presentd una inhibicion similar al
hipoclorito de sodio. En las pruebas de citotoxicidad en osteoblastos, todos los compuestos
de coordinacion tuvieron niveles bajos de citotoxicidad en comparacion con el grupo de
control negativo de hipoclorito de sodio. Conclusiones: Los compuestos de coordinacion
de cobre y rutenio, a diferentes concentraciones, exhibieron actividad inhibitoria contra

E. faecalis con bajos niveles de citotoxicidad.



DEFINICION DEL PROBLEMA

La terapia exitosa del conducto radicular depende del desbridamiento
quimicomecanico completo del tejido pulpar, los restos de dentina y los microorganismos
infecciosos. (1)

Los irrigantes son compuestos quimicos que ayudan a la lubricacion de los instrumentos
mecanicos utilizados en el tratamiento de conductos, asi como también tienen un efecto
antimicrobiano y disolvente de tejido orgénico. Uno de los compuestos mas utilizados es

el hipoclorito de sodio. (2)

El hipoclorito de sodio es en la actualidad, uno de los irrigantes mas utilizados, ya que
tiene caracteristicas que lo vuelven ideal durante el tratamiento endodontico, sin embargo,
una de sus desventajas es que tiene un efecto citotoxico cuando se extruye a los tejidos
periapicales, causando irritaciones en ellos y provocando lesiones agudas, ademas (2), a
bajas concentraciones es poco eficaz contra E. faecalis y no disuelve el tejido inorganico

que se puede presentar en el barro dentinario. (3)

E. faecalis, es una bacteria anaerobica facultativa Gram positiva que se encuentra en la
flora normal humana. En endodoncia, E. faecalis rara vez esta presente en la periodontitis
apical primaria y es dominante en el ecosistema microbiano de lesiones perirradiculares

persistentes después del tratamiento de conducto radicular. (4)

Debido al alto porcentaje de persistencia del E. faecalis en dientes tratados
endoddnticamente, se propone a los compuestos de coordinacidon de cobre y rutenio como

una alternativa endodontica contra este microorganismo.

PREGUNTA DE INVESTIGACION:
(Cual es la efectividad de los compuestos de coordinacion de cobre y rutenio

contra el E. faecalis?



REVISION BIBLIOGRAFICA

1.QUIMICA BIOINORGANICA

En los ultimos afios, la quimica bioinorganica ha experimentado avances
impresionantes, especialmente con respecto a la quimica medicinal. La versatilidad que
brindan los compuestos de coordinacion es el producto de la gran cantidad de geometrias
que estos compuestos pueden adoptar y la modulacion de sus propiedades fisicoquimicas

que resulta de la modificacion de la esfera de coordinacion del metal. (5-6)

Se han realizado investigaciones en la quimica medicinal para desarrollar
medicamentos basados en metales para el tratamiento de varias enfermedades, como el
SIDA, el cancer, el sindrome metabdlico (hipertension, diabetes, problemas cardiacos),
las enfermedades tropicales desatendidas (por ejemplo, la enfermedad de Chagas,
leishmaniasis, malaria, enfermedad del suefio y amebiasis) y enfermedades bacterianas,

como la tuberculosis. (7-10)

Muchos elementos de transicion, especialmente en la segunda y tercera fila de la
tabla periddica de los elementos, se han utilizado en la produccion de estos medicamentos.
Sin embargo, las investigaciones recientes en esta drea se han centrado en compuestos
metalicos de iones esenciales, como el cobre. El cobre es un oligoelemento esencial
importante para la funcioén de varias enzimas involucradas en el metabolismo energético,

la respiracion y la sintesis de ADN en la célula (11).

Las funciones principales de los compuestos de cobre bioldgicamente activos
implican reacciones redox, en las cuales el cobre reacciona directamente con oxigeno
molecular o peréxido de hidrogeno para producir radicales libres (es decir, especies
reactivas de oxigeno), desplazar otros iones metalicos, participar en la peroxidacion de

lipidos y directamente escindir ADN y ARN. (12)



1.1 COBRE

Los metales son esenciales para muchos procesos fisioloégicos en el cuerpo
humano. Los metales bioldgicamente activos se denominan metales de traza, sin embargo,
son mas abundantes de lo que sugeriria el término. El cobre (Cu), en particular, participa
en multiples situaciones en el organismo. Los complejos de Cu se generan a través de la
unién de Cu por un marco de estructura inorganica. Han sido investigados por sus acciones
bioldgicas unicas y tienen un gran potencial en aplicaciones terapéuticas y de diagnostico.
(12)

El Cu es un metal traza esencial que existe en estados oxidados (Cu2 +) y reducidos
(Cu +) dentro del cuerpo. Esto hace que Cu sea un cofactor adecuado para una variedad
de enzimas involucradas en muchos procesos biologicos; p.ej. metabolismo energético
(citocromo ¢ oxidasa) y actividad antioxidante (cobre zinc superoxido dismutasa, SOD1).
El Cu también puede interactuar con el oxigeno molecular para producir especies reactivas

de oxigeno (13)

2. CASIOPEINAS®:

Los complejos de Cu (IT) llamados Casiopeinas® se encuentran entre una serie de
compuestos mixtos de quelato de cobre (II). Que han sido patentados y registrados bajo el
nombre de CASIOPEINAS®; se han disefiados en México y han demostrado tener
ventajas en el tratamiento del cancer, sobre todo por la disminucion de los efectos

secundarios presentes en modelos animales. (15)

Se desarrollaron basandose en la idea de que los compuestos de cobre se
metabolizan mas facilmente que otros iones metélicos utilizados en la quimioterapia, lo
que reduce el riesgo de citotoxicidad en células sanas y disminucion de efectos

secundarios. (16)



Su nombre proviene de la constelacion Casiopea, formada por seis estrellas,
ordenadas con el mismo arreglo central de estos compuestos, son un grupo de compuestos
de coordinacion de cobre (II) como centro metalico, que en la esfera de coordinacién
presentan un ligante bidentado del tipo diimina (N-N) y otro que puede ser aminoacidato
(N-O) o donador (O- O). Algunos compuestos de esta familia se han evaluado en estudios
in vitro e in vivo y se ha encontrado que poseen actividad citotdxica, genotoxica y
antitumoral. De acuerdo a los resultados de un estudio de relacion estructura-actividad
(QSAR), se determind que los isomeros geométricos casiopeina III-Ea (nitrato de acua,
4,7-dimetil-1,10- fenantrolina, acetilacetonato cobre (II)) y casiopeina Ill-ia (nitrato de
acua, 5,6-dimetil- 1, 10-fenantrolina, acetilacetonato cobre (II)) son candidatos para

continuar con las etapas de cernimiento para farmacos anticancerigenos. (18)

2.1 EFECTO DE LAS CASIOPEINAS®
Estos compuestos tienen un mecanismo de accion en células tumorales que implica
la induccién de la apoptosis a través del dafio del ADN, por medio de la activacion de

especies reactivas de oxigeno y la disfuncién mitocondria. (17)

Inhibicion del ciclo celular: el farmaco impide que las células malignas contintien
con su ciclo de vida de la etapa del ciclo celular denominada G1 a la etapa S. Esta

transicion es mediada por el estrégeno en nuestro organismo. (19)

Reduce la migracion celular: la casiopeina CaslI-gly inhibi6 la migracion celular
descontrolada de las células cancerosas estudiadas. Esto es importante, pues la migracion

de células malignas puede dar lugar a la metastasis o invasion de tejidos sanos. (19)

Efecto en dafio y proteccion hepatica: uno de los efectos adversos mas
perjudiciales de la quimioterapia es su efecto toxico en el higado. Incluso hay ocasiones
que el dano al higado ocasionado por los medicamentos de la quimioterapia es mas
peligroso que el tumor en si. Con el farmaco Casll-gly se obtuvieron resultados
alentadores, pues los mecanismos de proteccion al higado se vieron activados mientras

que los de dafio hepético se encontraron disminuidos. (19)



También se encontraron evidencias de que este farmaco podria activar la respuesta

inmune general del organismo y los mecanismos de reparacion de las células danadas.

(19)
2.2 CASI-GLY

Los compuestos de coordinacion de cobre, Casiopeina® IlI-gly (Casll-gly), se
sintetizaron comenzando con una soluciéon equimolar de nitrato de cobre (II) mezclado
con la diimina sustituida correspondiente (en este caso, glicina), seguido de la adicion de

un NO donante previamente desprotonado (Fig. 1). (20)

El complejo cobre-fenantrolina Casiopeina® Casll-gly estd actualmente bajo
investigacion como un posible nuevo farmaco contra el cancer. Cas-IIgly es de 10 a 100
veces mas activo que el cisplatino en modelos de células de cultivo y tiene buenos indices
terapéuticos en modelos de tumores animales. El cisplatino es un agente alquilante de
ADN vy Cas-lIgly es un agente de intercalacion de ADN, pero ambos ejercen efectos
prooxidantes en la célula y se han asociado con disfunciéon mitocondrial y muerte celular

programada dependiente e independiente de caspasa. (21)

CaslI-gly activa moléculas que participan en los procesos de estrés oxidativo y
reduce la viabilidad celular por la via apoptdtica intrinseca. CaslI-gly en lineas celulares
HeLa, se ha observado inhibicion de la fase de transicion G1/ S, disminucion del proceso
de transformacion celular y disminucién de la migracion celular. Al mismo tiempo, CaslI-
gly inhibe la proliferacion celular, la migracion celular, la transformacion de las células,
asi como la progresion del ciclo celular en las lineas celulares HeLa. Ademas, promueve
el sistema de reparacion del higado, asi como la activacion de moléculas relacionadas con
la disminucion del dafio hepatico. Cas II-gly promueve la apoptosis y las respuestas de

sefalizacion de iones metalicos. (21)



Fig 1: Cas Il gly
2.3 CASHI-IA

Casiopeina IlI-ia (Fig. 2) es uno de los compuestos mas estudiados. Su mecanismo
de accion es a través de la inhibicion de la deshidrogenasa de acetoglutarato y la liberacion
de citocromo c, que puede comprometer los procesos dependientes de la energia, como

como duplicacion celular. (22)

Ademas, la presencia de Cu + 2 en el centro de casiopeinas puede estar asociada a

la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) a través de la reaccion de Fenton.
(23)

Cas IIl-ia tienen una actividad anticancerigena en un entorno prooxidante fuerte
seguido de la apoptosis mitocondrial. Las actividades citotdxicas notables, ademés de la
induccion de la via apoptdtica intrinseca en tiempos de exposicion muy cortos, promueven
considerar a las casiopeinas como buenos candidatos para estudios posteriores en sistemas

tumorales dificiles de tratar. (23)
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Fig.2 compuesto CasllI-ia



3 RUTENIO

La quimica organica del rutenio ha sido una de las 4reas de investigacion de mayor
crecimiento en las ultimas décadas. Se ha realizado un esfuerzo considerable hacia el

disefio y la aplicacion de una amplia serie de complejos de rutenio. (24)

Las tendencias recientes en la quimica del complejo de rutenio, subrayando su
creciente importancia en el desarrollo de medicamentos contra el cancer y aplicaciones en

catalisis, polimeros, ciencia de materiales y nanotecnologia. (25)

Como la mayoria de los complejos de rutenio son menos tdxicos que sus
contrapartes de platino, este progreso ofrece un valor agregado considerable para la
implementacion médica. Aunque hasta ahora ninguno de los complejos de rutenio esta en
uso clinico como medicamentos contra el cancer; Abundantes informes sobre la actividad
mejorada in vitro e in vivo de otros tipos de complejos de rutenio, llevaron a los
quimioterapéuticos a base de rutenio a convertirse rapidamente en un area importante en

el avance del medicamento contra el cancer. (26)

3.1 RUTENIO RUN6

Los compuestos de Rutenio (RuN6) (fig.3), son conocidos por sus propiedades
favorables para el disefo de agentes antitumorales, debido a la geometria su coordinacion
octaédrica, el cambio lento del ligando, el rango de diferentes estados de oxidacion,
especificidad y atractivas aplicaciones biologicas fotoactivadas. Han sido estudiados y
caracterizados como posibles agentes antiparasitarios y antitumorales, se cree que el
estado de oxidacion RulNG6 es la forma activa para producir estos efectos. RuN6 pueden
inducir la apoptosis de las células cancerosas al atacar las mitocondrias y causar la
sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), inhibiendo el crecimiento
tumoral a través de multiples eventos como la uniéon de transferrina/albumina, la
inhibicion de las transferasas S-glutation-S- y las cinasas, ademas de la intercalacion de

ADN. (24)



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

estructura del ligando que proporciona la capacidad de interactuar con el ADN. (25)

3.2 EFECTOS DEL RUTENIO RUN6

Los compuestos derivados del rutenio inhiben el crecimiento celular in vitro,
capaces de inducir una detencion del ciclo celular en G1 y una fragmentacion del ADN,
que es caracteristica de la apoptosis, la cual inducen apoptosis en varias lineas celulares

tumorales, Asi mismo, regulan y activan las proteinas p53 y p73. (26)

Figura 3: compuesto de coordinacion RuN6

4. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Especies reactivas de oxigeno (ERO) es un término colectivo que describe las
especies quimicas que se forman con la reducciéon incompleta de oxigeno e incluye el

anion superoxido (O -), el peréxido de hidrégeno (H O) y el radical hidroxilo (HO *). (27)

Se cree que las ERO median la toxicidad del oxigeno debido a su mayor
reactividad quimica con respecto al oxigeno. También operan como moléculas de
sefalizacion intracelular, una funcidon que ha sido ampliamente documentada pero que aun
es controvertida. Este escepticismo surge de la aparente paradoja entre la especificidad
que se requiere para la sefializacion y la naturaleza reactiva de ERO que los hace oxidantes

indiscriminados y potencialmente letales. (Fig.4) (28)



ESPECIES REACTIVAS DE

\ OXIGENO
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RADICALES LIBRES: NO RADICALES:
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Figura 4: Especies Reactivas de oxigeno (ERO)

La especificidad en la sefalizacion se logra a través de la union no covalente de un
ligando a su receptor afin en virtud de la complementariedad de las formas
macromoleculares. Por el contrario, ERO opera en la sefializacion a través de reacciones
quimicas con atomos especificos de proteinas diana que conducen a modificaciones de

proteinas covalentes. (28)

Es importante destacar que incluso un pequefio aumento en la produccion de ERO
puede tener consecuencias perjudiciales porque las bacterias poseen los mecanismos
defensivos suficientes para protegerse contra las ERO producidas endégenamente. Por lo
tanto, puede ser posible aumentar el potencial citotoxico de los farmacos antimicrobianos
y anticancerosos al aumentar la produccion de ERO o al inhibir los sistemas antioxidantes

celulares. (29)

5. MEDICACION EN ENDODONCIA

La irrigacion, segiin Basrani, se define como "lavar una cavidad corporal o una
herida con agua o un liquido medicado" y la aspiracion como "el proceso de eliminar
liquidos o gases del cuerpo con un dispositivo de succion". El desinfectante, por su parte,
se define como "un agente que destruye o inhibe la actividad de los microorganismos que

causan enfermedades". (30)

Los objetivos de la irrigaciéon en endodoncia son mecéanicos, quimicos y
bioldgicos. Los objetivos mecanicos y quimicos: eliminar los residuos, lubricar el

conducto, disolver el tejido orgdnico e inorganico, y prevenir la formacion de una capa de



frotis durante la instrumentacion o disolverla una vez que se haya formado. La funcién
bioldégica de los irrigantes estd relacionada con su efecto antimicrobiano, maés
especificamente: tienen una elevada eficacia contra los microorganismos anaerobicos y
facultativos en su estado planctéonico y en las biopeliculas, capacidad de inactivar

endotoxinas. (31)

5.1 HIPOCLORITO DE SODIO

El hipoclorito de sodio es un compuesto quimico con la féormula NaOCl. La
solucién de hipoclorito de sodio, cominmente conocida como blanqueador, se utiliza
frecuentemente como desinfectante o agente blanqueador. Es el medicamento de eleccion
durante los tratamientos de conducto debido a su eficacia contra los organismos patégenos

y la disolucién de la pulpa (32-33)

Cuando NaOCl entra en contacto con las proteinas del tejido, en poco tiempo se
forman nitrogeno, formaldehido y acetaldehido. Los enlaces peptidicos se rompen para
disolver las proteinas. Durante este proceso, el hidrogeno en los grupos imino (-NH-) se
reemplaza por cloraminas formadoras de cloro (-N.Cl-), que desempefia un papel
importante para la efectividad antimicrobiana. Por lo tanto, el tejido necrotico y el pus se
disuelven y el agente antimicrobiano puede alcanzar y limpiar mejor las areas infectadas.
Ademas de su aplicacion como irritante del conducto radicular, el NaOCl se usa
comunmente para desproteinizar tejidos duros para aplicaciones biomédicas. Estrela et.
al.(6) informaron que el hipoclorito de sodio exhibe un equilibrio dindmico ya que actta
como un disolvente organico y graso que degrada los acidos grasos y los transforma en
sales de acidos grasos (jabon) y glicerol (alcohol), y asi reduce la tension superficial de la

solucion restante (reaccion de saponificacion). (32)

Algunos estudios in vitro han demostrado que NaOCl en concentraciones mas altas
es mas efectivo contra Enterococcus faecalis y Candida albicans (33). En contraste, los
estudios clinicos han indicado que las concentraciones bajas y altas son igualmente

efectivas para reducir las bacterias del sistema de conducto radicular. (34).
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Este compuesto disuelve la materia organica y tiene un amplio espectro de
actividad antimicrobiana. Por lo tanto, el hipoclorito de sodio elimina eficazmente los
microbios de los conductos radiculares y también mata las bacterias dentro de los tibulos
dentinarios abiertos. Aunque el hipoclorito de sodio exhibe citotoxicidad, es controvertido

si reduce o no la capacidad de recuperacion del tejido sobreviviente. (36,37)

NaOCI en concentraciones mas altas tiene una mejor capacidad de disolucion de
tejido (11), pero incluso en concentraciones mas bajas cuando se usa en grandes
volumenes puede ser igualmente efectivo. Las concentraciones mas altas de NaOCI son

mas toxicas que las concentraciones mas bajas. (38)

5.2 CITOXICIDAD DEL HIPOCLORITO DE SODIO

El hipoclorito de sodio es un agente oxidante no especifico y los productos de las
reacciones de oxidacion son corrosivos. Las soluciones queman la piel y causan dafio a
los ojos, particularmente cuando se usan en formas concentradas. Sin embargo, como lo
reconoce la NFPA, solo las soluciones que contienen mas del 40% de hipoclorito de sodio
en peso se consideran oxidantes peligrosos. Las soluciones de menos del 40% se clasifican
como un riesgo de oxidaciéon moderado (NFPA 430, 2000). Los efectos toxicos de NaOCl

en tejidos vitales incluyen hemolisis, ulceracion epitelial y necrosis. (39)

La extrusion de NaOCl durante la terapia del conducto radicular se conoce
comunmente como "accidente de hipoclorito"; causa sintomas agudos inmediatos y

secuelas potencialmente graves. (40)

La frecuencia de tales eventos sigue siendo desconocida porque no se informa
sistemdticamente a las compafilas de seguros y no puede diagnosticarse
retrospectivamente. Teniendo en cuenta los millones de ECA realizados en todo el mundo,
se cree que es un hecho relativamente raro. Sin embargo, 1 estudio mostré que casi la
mitad de los practicantes de endodoncia describieron la ocurrencia de al menos un

accidente de NaOCl en su carrera. (41)
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Una revision de la literatura sobre la extrusion involuntaria de NaOCI mas alla del
agujero apical encontr6 sintomas similares, independientemente de la concentracion, con
respuestas tisulares proporcionales al volumen de NaOCI extruido. Los sintomas
principales cuando se inyecta NaOCI en los tejidos periapicales y perirradiculares son
dolor intenso inmediato; edema inmediato de tejidos blandos vecinos; posible extension
del edema sobre el lado lesionado de la cara, el labio superior o la region infraorbitaria;
sangrado profuso del conducto radicular; sangrado intersticial profuso con hemorragia de
la piel y la mucosa (equimosis); sabor a cloro o irritacion de la garganta después de la

inyeccion en el seno maxilar; infeccion secundaria anestesia reversible y parestesia. (42)

6 MICROORGANISMOS EN LA INFECCION PERSISTENTE EN ENDODONCIA

Las bacterias han sido reconocidas durante mucho tiempo como el principal factor

etioldgico en el desarrollo de pulpa y lesiones periapicales (43)

En estudios previos han demostrado que la flora microbiana en los conductos
después del fracaso de la terapia endodontica difiere notablemente de la flora en los
dientes no tratados. La infeccion al momento de la obturacion de los conductos y el tamafio
de la lesion periapical son factores que puede influenciar el prondstico, Enterococcus

faecalis ha sido aislado del 38% en dientes con tratamiento de conductos. (44)

En otro estudio, Pinhero et. al. demostraron que la la flora microbiana en los
conductos después del fracaso del tratamiento del conducto radicular se limité a un
pequefio niimero de especies microbianas predominantemente Gram positivas. Los
anaerobios facultativos, especialmente E. faecalis, fueron los microorganismos mas
comunmente aislados, sin embargo, las infecciones polimicrobianas y los anaerobios
obligados se encontraron con frecuencia en los conductos de dientes sintomaticos con

tratamiento endodontico. (45)
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6.1 ENTEROCOCCUS FAECALIS

Los Enterococcus son parte de la flora humana normal y generalmente se
encuentran en concentraciones relativamente pequefias en la boca. Son las especies
aisladas con mayor frecuencia en los dientes con infeccién persistente después del
tratamiento del conducto radicular. Se ha demostrado que Enterococcus faecalis esta

presente en 30 a 48% de los dientes con infeccidon posterior al tratamiento. (46)

E. faecalis sobrevive a los procedimientos de tratamiento endoddntico al resistir
altas concentraciones de medicamentos intraconductos y amplias variaciones en el pH.

(47)

La capacidad de las células de E. faecalis para causar enfermedad periapical y falla
cronica de un diente tratado endoddnticamente puede deberse a su capacidad de invadir
los tubulos dentinarios y permanecer viable dentro del tibulo. Los resultados del presente
estudio demuestran que las células de E. faecalis siguen siendo viables y mantienen la
capacidad de invadir los tibulos dentinarios y adherirse al colageno en presencia de suero
humano. Este mecanismo puede explicar por qué las células de E. faecalis dentro de los
tubulos dentinarios radiculares actlian como un patdgeno en dientes con tratamiento

endododntico fallido. (48)

Ademas, Molander et. al. (1998) examinaron el estado microbioldgico de los
dientes obturados con periodontitis apical y encontraron que los anaerobios facultativos
predominaban, siendo los entero cocos el grupo mas frecuentemente aislado. Hancock y
otros (2001) examinaron los dientes obturados con radiolucidencias periapicales
persistentes, y encontraron que ademads de Enterococcus, otros géneros que predominan,
a saber, Peptostreptocococus, Actinomyces y Streptococcus, predominaron. Ademas, se
ha aislado Enterococcus del 47% de los conductos radiculares en los que el tratamiento

habia fallado (Pinheiro et al. 2003). (49)
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E. faecalis generalmente ingresa al canal durante el tratamiento. Cuando E.
faecalis esta presente en cantidades bajas inicialmente, generalmente puede eliminarse;
sin embargo, una vez establecido en el sistema de conducto radicular, es un organismo

dificil de erradicar. (50)

Estos microorganismos parecen tener la capacidad de aprovechar las
oportunidades creadas por la eliminacion de otros microbios y también tienen la capacidad
de crecer en el ambiente de bajo contenido de nutrientes del conducto tratado. En general,
los anaerobios facultativos son menos susceptibles a las medidas antimicrobianas que los
anaerobios, por lo tanto, tienen mas probabilidades de sobrevivir al tratamiento de
conducto radicular a menos que los procedimientos de limpieza y modelado sean del mas
alto nivel. La resistencia al tratamiento de entero cocos en el conducto radicular ha sido
reconocida desde hace mucho tiempo (Moller 1966). Significativamente, el hidréxido de
calcio ha demostrado ser ineficaz para matar E. faecalis en los conductos radiculares
(Haapasalo & Orstavik 1987, Reit & Dahlen 1988) y esto es predecible porque este

microorganismo es capaz de crecer a un pH alto. (51,52)

Los estudios también han revelado que el aposito de hidréxido de calcio es ineficaz
contra los Enterococcus. Por lo tanto, parece que el aislamiento frecuente de Enterococcus
en casos endodonticos fallidos pone en tela de juicio el uso rutinario de hidréxido de calcio

como medicamento intraconducto. (53)

Las razones por las que E. Faecalis y otros microorganismos deberian estar
asociados con la infeccion persistente no se comprenden bien. Sin embargo, se sabe que
E. Faecalis es una especie resistente ya que puede soportar ciertos agentes quimicos,
incluyendo algunos antibidticos, que serian altamente toxicos para otros organismos. Su
persistencia en la infeccion endodontica podria verse favorecida por una mayor resistencia

al hipoclorito de sodio. (54)
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HIPOTESIS:

La farmacologia basada en metales ha crecido potencialmente como tratamientos
alternos contra distintas enfermedades, los compuestos de coordinacion de cobre y rutenio
han demostrado su potencial como agentes antitumorales y antiparasitarios, ademas,
estudios previos han rectificado a estos compuestos como posibles agentes
antimicrobianos contra distintos organismos, por lo tanto, los compuestos de coordinacion

de cobre y rutenio tendran un efecto inhibitorio contra E. faecalis.

15



JUSTIFICACION

La literatura nos reporta que_Enterecoccus faecalis es el microorganismo con mas
presencia en la infeccion endodontica persistente, E.faecalis sobrevive a los
procedimientos de tratamiento endodontico al resistir altas concentraciones de

medicamentos intraconductos y amplias variaciones en el pH.

En la actualidad existen diversos medicamentos endoddnticos que inhiben este
microorganismo, sin embargo, estos presentan ventajas y desventajas al momento de ser
utilizados, el hipoclorito de sodio, irrigante estandar en endodoncia, presenta la desventaja

de ser altamente citotoxico al ser extruido mas alld del foramen apical.

La endodoncia especializada se ha encargado de buscar diferentes alternativas

contra este microorganismo.

Los metales en distintas areas de la medicina han demostrado en estudios previos
ser una alternativa viable en distintas situaciones, teniendo la capacidad de actuar como

agentes antitumorales, antibacterianos, antiparasitarias, entre otros.

Los compuestos de coordinacion de cobre y de rutenio por su capacidad que han
demostrado, ser un farmaco potencial como agente microbiano, haciendo de estos de estos

una alternativa viable como medicamento endodontico (16)

Los resultados de este estudio, ademas de demostrar que los compuestos de
coordinacién son una alternativa viable como medicamento endodontico, con bajos
niveles de citotoxicidad, abrirdn una nueva linea de investigacion y la creacion de nuevos

proyectos interdisciplinarios entre la quimica bioinorganica y el 4rea de endodoncia.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL.:

Evaluar la efectividad de los compuestos de coordinacion de cobre y rutenio contra

E. faecalis
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.Determinar la actividad in vitro de los compuestos de coordinacion de cobre y rutenio

contra Enterococcus faecalis a cuatro diferentes concentraciones

2.Evaluar la citotoxicidad de cuatro concentraciones diferentes de los compuestos de

coordinacion de cobre y rutenio en cultivos de osteoblastos

3.Comparar el efecto de los compuestos de coordinacion de cobre y rutenio a diferentes

concentraciones con el irrigante standard en endodoncia (hipoclorito de sodio)
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MATERIALES Y METODOS:
1.DISENO DE ESTUDIO

Experimental, longitudinal, prospectivo, explicativo
1.1 POBLACION:
A) Universo: Microorganismos pertenecientes al género y especie E. faecalis
B) Criterios: Inclusion: microorganismos pertenecientes al género y especie a
estudiar

Exclusion: Cultivos contaminados

Nombre de Tipo de Indicador Escala de Objetivo  Analisis
la variable variable medicion por estadistico
cumplir

Casiopeina Independiente = REZASURIN  Densidad Objetivo  Analitica

[II-ia y Absorbancia  Optica general y
especifico
1,2y3
Casiopeina Independiente  REZASURIN  Densidad Objetivo Analitica
[I-Gly y Absorbancia  Optica general y
especifico
1,2y3
Rutenio Independiente  REZASURIN  Densidad Objetivo Analitica
RuN-6 y Absorbancia  Optica general y
especifico
1,2y3
E. faecalis Dependiente Absorbancia Densidad Objetivo Analitica
oOptica general y
especifico
ly3
Osteoblastos  Dependiente Viabilidad Cualitativa  Objetivo Descriptiva
celular nominal Gral. y
especifico
2
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1.2 ANALISIS DE DATOS

Para su analisis, se utilizo6 el analisis estadistico no paramétrico de Kruskal Wallis
mediante el software Prism 8 de MacOs, tanto en los ensayos de inhibicion bacteria, como
en los ensayos de viabilidad celular. Las diferencias se consideran estadisticamente

significativas cuando el valor de p sea < 0,05.
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1.3 METODOLOGIA
El trabajo de campo se realizé en el laboratorio de bioingenieria de tejidos de la

Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Universidad Auténoma de México.

Los compuestos de coordinacion de cobre (casiopeina Cas Ill-ia y Cas II-gly) y
rutenio (Run6) fueron donados por el departamento del Posgrado de Quimica inorgénica
de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Para comprobar el efecto de inhibicion de los compuestos de coordinacion de cobre
y rutenio se utilizo la cepa bacteriana de E. faecalis, la cual fue cultivada conforme las
especificaciones del proveedor American Type Culture Collection. (ATCC, Rockville,
MD, USA)

Para verificar la citotoxidad de los compuestos de coordinacion de cobre y rutenio
realiz6 un cultivo celular, el grupo control fue la linea celular de osteoblastos, la cual se
cultivo en medio minimo esencial modificado de Dulbbeco, (DMEM F-12) suplementado
con suero fetal bovino (SFB) al 10%, antibiotico-antimicotico 1% y fueron mantenidas a

37°C en una atmoésfera himeda con 5% de COs.

Fig.5 Compuestos de coordinacion de cobre (Casll-gly y CasllI-ia) y de rutenio (RuN6)
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En ambas pruebas, se evaluaron los compuestos: cas Ill-ia, cas II-Gly y RuN6) a
las concentraciones de 10, 30, 50 y 70 uL/mL siendo estos los grupos experimentales, dos
grupos de control positivos: antibidtico (ciprofloxacino) e hipoclorito de sodio al 5.25%
(clorox®) y un grupo de control negativo del microorganismo E.faecalis para el ensayo
de inhibicion de crecimiento bacteriano y osteoblastos sanos para la evaluacion de

citotoxicidad mediante ensayo de rezasurin.

1.1 ENSAYOS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO.

La cepa E. faecalis empleada para las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
provenientes de cultivos liofilizados del American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, USA), fue crecida en agar enriquecido HK (agar soya Tripticasa, con agar
cerebro-corazén y levadura), suplementado con 0.3 pg/mL de menadiona (C11H8O2,
vitamina K), 5 pg/mL de hemina y 5% de sangre de carnero desfibrinada a 35°C en una
camara de anaerobiosis en condiciones atmosféricas de 80% N2, 10% CO,, 10% Ho,

durante 7 dias. (Fig.6)

Figura.6: Cultivo de E.faecalis
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El crecimiento de la cepa se recolectdo de la superficie del agar, el cual fue
suspendido en un tubo con caldo enriquecido (caldo base para Mycoplasma [Becton
Dickinson], 5 pg/mL de hemina y 0.3 pg/mL de menadione). La densidad dptica se ajustod
a 1 en un espectrofotometro con longitud de onda de 600 nm. 150 pl del medio con
bacterias seran transferidos a pozos de placas para microtitulacion de 96 pozos. Cada placa
fue tratada con diferentes compuestos de los grupos experimentales (cas IlI-ia, cas II-Gly
y RuN®6) a las concentraciones de 10, 30, 50 y 70 uL/mL. (Figura 7) y con los grupos de

control positivo: hipoclorito de sodio al 5.25% y el antibiotico ciprofloxacina.

Figura 7: tubos suspendidos en caldo enriquecido (caldo base para Mycoplasma [Becton

Dickinson]) y espectrofotometro eppendor®

Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 35°C a 200 rpm en condiciones
anaerobicas (80% Nz, 10% COz, 10% Hy). (fig.9) Posteriormente, se midio la absorbancia
de los pozos con un lector de UV-visible a una longitud de onda de 600nm. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado. (fig.10)
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Figura.10 pozos de microtitulacion

1.2 EVALUACION DE CITOTOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS DE
COORDINACION MEDIANTE ENSAYOS DE REZASURIN.

Los compuestos fueron estudiados en osteoblastos sanos, para descartar un posible
efecto citotoxico. Mediante la prueba de resazurin (Sigma-Aldrich Resazurin sodium salt
powder, BioReagent, suitable for cell culture) se midi6 cuantitativamente el efecto de la
CaslllI-ia, cas II-Gly, RuN®6, hipoclorito de sodio y antibidtico.

La resazurina es un indicador redox que permite detectar la viabilidad de las células por
la conversion de una tincidon no fluorescente a un color rojo altamente fluorescente en
respuesta a una reduccion quimica del medio de cultivo resultado del crecimiento celular.
El crecimiento celular crea un ambiente reducido mientras que la inhibicion del
crecimiento mantiene un entorno oxidado. La reducciéon de la resazurina puede

monitorizarse midiendo la fluorescencia o la absorbancia.

En cajas de 96 pozos fueron sembradas 5000 células por pozo e incubadas con
DMEM, SFB al 10% y antibidtico. Posteriormente tratadas con los compuestos a las dosis
de 10, 30, 50 y 70 uL/mL y el grupo control de hipoclorito de sodio y el antibiotico
criprofloxacino por triplicados, se incubaron por 24 horas. (tabla 1) Consecutivamente se
coloco el MTT a una concentraciéon de 10 pg por pozo y se cuantifico) el formazan
utilizando un lector de ELISA (Microelisa®Minireader MR590 A Dynatech Product) a
una longitud de onda de 540 nm. (fig.11)

23



b b b [II-ia [M-ia [M-ia I-ia | III- | II- | III- | HI- | IH-
10 10 10 30 ia ia ia ia ia

30 30 |50 50 |50

- | 1I- | mI- | 1I-Gly | Hi-Gly | IlI-Gly | 1I- | - | 1I- | OI- | II0- | II-

ia ia ia 10 10 10 Gly |Gly |[Gly |Gly |Gly |Gly

70 70 | 70 30 30 30 |50 50 |50

II- | II- | II- | RuN RuN RuN RuN | RuN | RuN | RuN | RuN | RuN

Gly |Gly [Gly |10 10 10 30 30 30 |50 50 |50

70 70 | 70

RuN | RuN | RuN | NaOCL | NaOCL | NaOCL | naocl | Anti | Anti | Anti

70 70 | 70 1.2 3 30 30 |30

Tabla 1: representacion de los pozos de microtitulacion para ensayos de proliferacion de

Figural 1: Pozos de micro titulacion para ensayos Viabilidad Celular mediante ensayos

Enterococcus faecalis

de Rezasurin
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RESULTADOS:

1. ENSAYOS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO.

Se emplearon el hipoclorito de sodio al 5.25% y el antibi6tico ciprofloxacina como
grupos de control positivo, un grupo de control negativo en el cual se colocod el
microorganismo E. faecalis y los compuestos de coordinacion de cobre CaslI-gly, CaslII-
ia y el compuesto de coordinacion de rutenio RuN6 como grupos experimentales, cada
uno a cuatro concentraciones diferentes (10, 30, 50 y 70 uL/mL) para el estudio de ensayos

de inhibicion de crecimiento del microorganismo E. faecalis

1.1 GRUPOS DE CONTROL POSITIVO

En los ensayos de inhibicion de crecimiento del microorganismo E. faecalis, en el
grupo de control positivo de hipoclorito de sodio al 5.25% + bacteria, los resultados
demostraron una inhibiciéon significativa contra el microorganismo (80.75%),
demostrando su capacidad antibacteriana.

En el grupo de control de antibidtico + bacteria, mostr6é una inhibicion similar al
Hipoclorito (78.25%) (grafica 1), Sin embargo, estadisticamente hay diferencia

significativa entre el hipoclorito al 5.25% y el antibidtico ciprofloxacina. (tabla 2)
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Grafica 1: evaluacion de inhibicion del microorganismo de
los compuesto de coordinacién de cobre y rutenio.
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Proliferacion de E. faecalis

ru

Bact: bacteria, Anti: antibiotico, NaOCl: Hipoclorito de sodio, la: Caslll-ia, gly: CaslI-

gly, Ru: RuN6

Tabla 2: Prueba de Dunn de comparaciones multiples entre los grupos de control

negativo y positivo

Prueba Dunn de comparaciones SIGNIFICANCIA VALOR DE P
multiples AJUSTADO
Control vs. NaOCl Yes 0.0204
Control vs. Antibiotico No 0.5282
NaCiO vs. Antibiotico No 0.5282

Kruskal-Wallis statistic

7.322

NaOCI: hipoclorito de sodio 5.25%,
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1.2 GRUPOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron dos compuestos de coordinacion de cobre de la familia de las
Casiopeinas, CaslI-gly y CaslII-ia junto con el compuesto de rutenio RuNG6, se realiz6 este
estudio de inhibicion, y se analizd de manera individual cada grupo experimental,

comparando las 4 concentraciones utilizadas (10, 30, 50 y 70 uL/mL)

1.IRESULTADOS DEL GRUPO EXPERIMENTAL CASIII-IA

Para el grupo experimental Caslll-ia se utilizaron cuatro concentraciones
diferentes (10, 30, 50 y 70uL/mL), se realiz6 un analisis no paramétrico de Kruskal Wallis
de comparaciones multiples entre las concentraciones, los resultados mostraron que las
cuatro concentraciones de este compuesto, presentaron ser inhibidores del
microorganismo, siendo la concentracion de CasllII-ia 30 la que presenté mayor inhibicion
(64.04%). (Grafica 2)

Sin embargo, estadisticamente, no hay una diferencia significativa entre las
concentraciones en este compuesto, y a partir de la concentracion 30, al aumentar la
concentracion, no hubo mayor inhibicién del microorganismo (Grafica 3 y tabla 3)

Ademas, se compararon las cuatro concentraciones con el control negativo de E.
faecalis, y estadisticamente nos sefiala que no hay diferencia significativa entre aumentar

o disminuir las concentraciones contra este microrganismo (tabla 4)
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Gréafica 2: Evaluacion de inhibicion del microorganismo del
compuesto de coordinacion CasllI-ia y los grupos de control
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M Bact M Bact+anti mBact+ NaOd IINial0 mIllia30 m®mIllia50 m®wlillia70

Caslll-ia

Bact: Bacteria, Anti: antibiotico, NaOCl: Hipoclorito de sodio, Illia: CasllI-ia,

Grafica 3: Analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis del compuesto CasllI-ia a cuatro

concentraciones diferentes.
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Tabla 3: Prueba Dunn de comparaciones multiples entre las concentraciones del

compuesto CasllI-ia, v

Prueba Dunn de comparaciones Significancia Valor de P
multiples AJUSTADO
CasllI-ia 10 vs.Cas-III ia 30 No 0.1619
CasllI- ia 10 vs. CaslII- ia 50 No 0.5332
Cas-I1I ia 10 vs.Cas-III ia 70 No 0.1619
Cas-I1Iia 30 vs. Cas-Illia 50 No >().9999
CasllI-ia 30 vs. CasllI-ia 70 No >().9999
CasllI-ia 50 vs. CasllI-ia 70 No >().9999

Kruskal-Wallis 6.6

Valor de P 0.0648

Tabla 4: Prueba de Dunn de comparaciones multiples entre el grupo de Control E.

faecalis vs compuesto CasllI-ia a cuatro concentraciones diferentes

Kruskal-Wallis 10.78

Prueba Dunn de comparaciones (Significancia? Valor de de P ajustado
multiples

E.faecalis vs. Caslll-ia 10 No >0.9999
E.faecalis vs.CasllIl-ia 30 No 0.1198
E.faecalis vs. CaslII-ia50 No 0.356
E.faecalisvs. CasllIl-ia 70 No 0.1198
CasllI-ia 10 vs CasllI-ia 30 No 0.6106
CasllI-ia 10 vs. I1I ia 50 No >0.9999
CaslllI-ia 10 vs. CasllIl-ia 70 No 0.6106
CasllIlI-ia 30 vs. CasllIl-ia 50 No >0.9999
CaslllI-ia30 vs. Caslll-ia 70 No >0.9999
CasllIlI-ia 50 vs.CasllIl-ia 70 No >0.9999
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1.2 RESULTADOS DEL GRUPO EXPERIMENTAL CASII-GLY

En el grupo experimental de CasllI-gly, se utilizaron cuatro concentraciones (10,
30, 50 y 70uL/mL). Se realiz6 un analisis no paramétrico de Kruskal Wallis para definir
que concentracion es la mejor en este grupo experimental. los resultados mostraron mayor
inhibicion del microorganismo respecto al primer grupo experimental, la concentracion
10 present6 actividad inhibitoria (49.31%) menor que las concentraciones 30, 50 y 70,
destacando la concentracion 30, que fue la que presentd mayor inhibicion (78.19%),
(grafica 4) también se aprecid que, a mayor concentracion del compuesto, no hubo mayor
inhibicion de la bacteria.

En analisis estadisticos nos menciona que hay diferencia significativa entre cada
concentracion al momento de inhibir el microorganismo

Estadisticamente nos sefala que, partiendo de la concentracion 30, hay una
diferencia significativa al aumentar o disminuir la concentracion de este compuesto

(grafica 5, tabla 5y 6)

Grafica 4: Evaluacion de inhibicion del microorganismo
del compuesto de coordinacion CaslI-gly
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Grafica 5: Analisis estadistico de Kruskal Wallis del grupo experimental CaslI-gly
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Tabla 5: Prueba de Dunn de comparaciones multiples entre las concentraciones del grupo

experimental CaslI-gly

Prueba Dunn de comparaciones SIGNIFICANCIA VALOR DE P
multiples AJUSTADO
CaslI-Gly 10 vs. CaslI-Gly 30 Yes 0.0191
CaslI-Gly 10 vs. Gly 50 No 0.4173
CaslI-Gly 10 vs. Cas-1IGly 70 No >0.9999
CaslI-Gly 30 vs. CaslI-Gly 50 No >0.9999
CaslI-Gly 30 vs. CaslI-Gly 70 No 0.6738
CaslI-Gly 50 vs. CaslI-Gly 70 No >0.9999
Kruskal-Wallis statistic 8.929

CaslI-gly: Casiopeina II-gly
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Tabla 6: Prueba de Dunn de comparaciones multiples del grupo de control negativo de E.

faecalis vs Grupo experimental CaslI-gly

PRUEBA KRUSKAL-WALIS

VALOR DE P <0.0001

Prueba Dunn de comparaciones Significancia Valor de P ajustado
multiples

E. faecalis vs. CaslI-Gly 10 No >0.9999
E. faecalis vs. CaslI-Gly 30 Yes 0.0138
E. faecalis vs CaslI-Gly Gly 50 No 0.2236
E. faecalis vs CaslI-Gly 70 No 0.5502
CaslI-Gly 10 vs. CaslI-Gly 30 No 0.1752
CaslI-Gly 10 vs. CaslI-Gly 50 No >0.9999
CaslI-Gly 10 vs. CaslI-Gly 70 No >(0.9999
CaslI-Gly 30 vs CaslI- Gly 50 No >0.9999
CaslI-Gly 30 vs. Gly 70 No >(0.9999
CaslI-Gly vs CaslII-Gly 70 No >0.9999
ANALISIS ESTADISTICO 12.56

KRUSKAL WALIS

32



1.3 RESULTADOS DEL GRUPO EXPERIMENTAL RUN6

En el grupo experimental del compuesto de rutenio RuN6 se emplearon cuatro
concentraciones diferentes (10, 30, 50 y 70uL/mL) y se compararon entre si, los resultados
mostraron que el compuesto a las cuatro diferentes concentraciones causa inhibicién
(grafica 6), sin embargo, estadisticamente, no hay diferencias significativas entre cada

concentracion (grafica 7 y tabla 7)

Gréfica 6: evaluacion de inhibicion del microorganismo del
compuesto de coordinacion RuN6
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Grafica 7: Analisis de Kruskal Wallis del grupo experimental RuN6
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Tabla 7: Prueba de Dunn de comparaciones multiples entre las concentraciones

utilizadas en el grupo experimental RuN6

Kruskal-Wallis

VALOR DE P 0.1112

Prueba Dunn de comparaciones significancia Valor de de P
multiples ajustado
RuNG6 10 vs. RuN6 30 No 0.4202
RulN6 10 vs. RuN6 50 No 0.1412
RuNG6 10 vs. RuN6 70 No 0.6775
RuNG6 30 vs. RuN6 50 No >0.9999
RuN6 30 vs. RuN6 70 No >0.9999
RuN6 50 vs. RuN6 70 No >0.9999
ANALISIS ESTADISTICO Kruskal- 5.821

Wallis

RuN6: Rutenio N6
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2. EVALUACION DE CITOTOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS DE
COORDINACION MEDIANTE ENSAYOS DE REZASURIN.

Se realizaron pruebas de citotoxicidad, para comprobar y comparar los niveles de
toxicidad de los compuestos de coordinacion de cobre y rutenio mediante ensayos de
Rezasurin utilizando osteoblastos sanos. Se emplearon un grupo de control negativo de
osteoblastos sanos, dos grupos de control positivo de osteoblastos sanos con hipoclorito
de sodio al 5.25% vy el antibidtico ciprofloxacina, tres grupos experimentales de
osteoblastos sanos con los compuestos Caslll-ia y Casll-gly de la familia de las
casiopeinas, y el compuesto a base de rutenio RuN6 a cuatro concentraciones diferentes

(10, 30, 50 y 70uL/mL), todas las pruebas se realizaron por triplicado.

2.1 GRUPOS DE CONTROL POSITIVOS

En el grupo de control positivo de hipoclorito de sodio + osteoblastos, tuvimos
como resultado un alto porcentaje de citotoxicidad (19.24%), resultado esperado debido a
las propiedades que posee el hipoclorito de sodio, en el grupo de control positivo de
antibiotico + osteoblastos, se presentaron niveles muy bajos de citotoxidad (62.59%).
(grafica 8)
Estadisticamente, hay diferencia significativa entre los dos grupos de control, siendo el

hipoclorito altamente citotoxico en comparacion con el antibiotico (grafica 9, tabla 8)
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Grafica 8: Viabilidad cellular de los compuestos de coordinacion de cobre y rutenio a
diferentes concentraciones
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Grafica 9: andlisis estadistico no paramétrico de Kruskal Wallis entre los grupos de

control de la prueba de ensayos de viabilidad celular.
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Tabla 8: Prueba de Dunn de comparaciones multiples de Osteoblastos sanos vs Grupos

de control positivos

Prueba de Dunn de Comparaciones Significancia Valor de P
Multiples ajustado
Osteoblastos vs. NaClO 5.25 Yes 0.0219
Osteoblastos vs. Antibiotico No 0.5391
NaClO 5.2.5% vs. Antibiotico No 0.5391
Kruskal-Wallis statistic 7.200

2.2. GRUPO EXPERIMENTAL CASII-IA

El grupo experimental de CasllI-ia a sus diferentes concentraciones, (10, 30, 50 y
70uL/mL) presentd bajos porcentajes de citotoxicidad: 98.60%, 97.51%, 95.52%,
84.68%, 75.54%, 66.22%

Al realizar el analisis estadistico de Kruskal Wallis y comparar los cuatros
concentraciones del este grupo experimental, nos dice que, si hay diferencias
significativas de citotoxicidad entre las concentraciones; a mayor concentracion, mayor el

nivel de citotoxicidad. (grafica 10, tabla 9)
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Grafica 10: analisis no paramétrico Kruskal Wallis del grupo experimental CasllI-ia

Viabilidad celular

0.55-
0.50
0.45-

0.40-

absorbancia

0.35

0.30

i

T
==

I 1 1 1
10ia 30ia 50ia 70ia
Grupo experimental Caslll-ia

Tabla 9: Prueba de Dunn de comparaciones multiples del grupo experimental CaslII-ia

de los ensayos de viabilidad celular

Prueba de Dunn de comparaciones Significancia Valor de P
multiples ajustado
Osteoblastos vs. 10 ia No >0.9999
Osteoblastos vs. 30 ia No >0.9999
Osteoblastos vs. 50 ia No 0.1371
Osteoblastos vs. 70 CasllIl-ia Yes 0.0102
10 CaslllI-ia vs. CaslII30 ia No >0.9999
10 Casllli-a vs. 50 CasllI-ia No >0.9999
10 CasllI-ia vs. 70 CasllI-ia No 0.1371
30 CasllI-ia vs. 50 Caslll-ia No >0.9999
30 CaslllI-ia vs. 70CasllII-ia No >0.9999
50CasIII-ia vs. 70 Caslll-ia No >0.9999

Kruskal-Wallis statistic
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2.3 GRUPO EXPERIMENTAL CASII-GLY

Casll-gly, a cuatro diferentes concentraciones (10, 30, 50 y 70uL/mL), presentd
bajos porcentajes de citotoxicidad: 99.51%, 94.49%, 91.76%, 86.13%, 74.27% y 64.22%
de osteoblastos vivos, destacando la concentraciéon 30, misma que en las pruebas de
proliferacion de E. faecalis resulto ser la mas efectiva al inhibir la proliferacion bacteriana
en un 21.81% y niveles bajos de citotoxicidad (84.69 %) en osteoblastos sanos. En el
andlisis estadistico nos sefiala que hay diferencia significativa de osteoblastos sanos vivos

al aumentar la concentracion del compuesto. (Grafica 11, tabla 10)

Grafica 11: analisis estadistico del grupo experimental Casll-gly en la prueba de ensayos

de viabilidad celular
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Tabla 10: Prueba Dunn de comparaciones multiples de osteoblastos vs grupo de control

experimental de CaslI-gly

Kruskal-Wallis statistic 13.41

Prueb de Dunn de Comparaciones Significancia Valor de P ajustado
Multiples

Osteoblastos vs. 10 CaslI-gly No >0.9999
Osteoblastosvs. 30 CaslI-gly No >0.9999
Osteoblastos vs. 50 gly No 0.1354
Osteoblastos vs. 70 CaslI-gly Yes 0.0099
10 gly vs. 30 CasllI-gly No >0.9999
10 CaslI-gly vs. 50 CasllI-gly No >0.9999
10 CaslI-gly vs. 70 CasllI-gly No 0.1537
30 CasllI-gly vs. 50 CaslI-gly No >0.9999
30 Casll-gly vs. 70 CaslI-gly No 0.9068
50 Casll-gly vs. 70 CaslI-gly No >0.9999

2.4 GRUPO EXPERIMENTAL DE RUN6

El compuesto RuN6 presentd bajos porcentajes de citotoxicidad: 99.39%, 94.61%,
90.61%, 85.35%, 80.87%, 63.92%. Al realizar el andlisis estadistico de Kruskal Wallis y
comparar los cuatros concentraciones del este grupo experimental, nos dice que si hay
diferencias significativas de citotoxicidad entre las concentraciones; a mayor

concentracion, mayor el nivel de citotoxicidad. (grafica 12, tabla 11)
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Grafica 12: analisis no paramétrico de Kruskal Wallis del grupo experimental Rutenio

RuN6
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Tabla 11: Prueba de Dunn de comparaciones multiples de el grupo de control de

osteoblastos vs grupo experimental de RuN6

Kruskal-Wallis statistic 13.26

Prueba de Dunn de Significancia Valor de P
comparaciones multiples ajustado
Osteoblastos vs. 10 Rutenio RuN6 No >(.9999
Osteoblastos vs. 30 Rutenio RuN6 No 0.8256
Osteoblastos vs. 50 Rutenio RuN6 No 0.1752
Osteoblastos vs. 70 Rutenio RuN6 Yes 0.01
10 Rutenio RuN6 vs. 30 Rutenio No >(.9999
RulN6

10 Rutenio RuN6 vs. 50 Rutenio No >(.9999
RulN6

10 Rutenio RuN6 vs. 70 Rutenio No 0.1363
RulN6

30 Rutenio RulN6 vs. 50 Rutenio No >(.9999
RulN6

30 Rutenio RulN6 vs. 70 Rutenio No >(.9999
RulN6

50 Rutenio RulN6 vs. 70 Rutenio No >(.9999
RulN6
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DISCUSION

El objetivo de este estudio fue la evaluacion de compuestos de coordinacion de cobre y
rutenio (Cas II-gly, Cas Ill-ia y RuN-6) contra Enterococcus faecalis. Diversos autores
demostraron la capacidad inhibitoria de estos compuestos principalmente en células
cancerigenas, y la citotoxicidad de estas para células sanas. Dado que el mecanismo de
accion es a través de la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno los resultados

obtenidos mostraron actividad inhibitoria en la bacteria antes mencionada.

Onawumi et. al. (2011) demostraron en su estudio que los compuestos de
coordinacién de cobre tuvieron efectos inhibitorios contra E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, S. pyogenes, A. niger y C. albicans, teniendo resultados similares comparado con
los farmacos estandar utilizados contra estos microorganismos, los autores obtuvieron
resultados parecidos a los de este estudio, demostrando el potencial antibacteriano de las

casiopeinas. (16)

Los compuestos a base de rutenio, ademds ser agentes antitumorales, se ha
demostrado que poseen efecto antiparasitario, Sarniguet et. al. (2014) demostraron que
los compuestos a base de rutenio presentaron actividad antiparasitaria contra Entamoeba
histolytica y Tripanosoma cruzi, el mecanismo potencial de accion antiparasitaria de los
complejos de rutenio obtenido implica la sobreproduccion de ERO, este estudio
concuerda con el nuestro respecto a que los compuestos de coordinaciéon de rutenio,
pueden ser una alternativa viable y su versatilidad como farmaco, teniendo actividad

antitumoral, antiparasitaria y antimicrobiana contra distintos microorganismos. (59)

42



Las Casiopeinas® (Caslllia, CasllIEa y Casllgly) han mostrado actividad de
inhibicion del crecimiento en tuberculosis y ninguna accidon potencial en macrofagos
humanos. Barbosa et. al. (2016) en su estudio obtuvo un resultado sinérgico interesante
cuando estos compuestos se combinaron con etambutol (EMB) y se observd un efecto
aditivo en la combinacién con isoniazida (INH), y rifampicina RIF. Este trabajo sus
resultados son similares en comparaciéon con nuestro proyecto, ya que los compuestos de
coordinacion de cobre tuvieron efecto antimicrobiano en ambos estudios, ademas, no se

vieron afectadas células sanas (macréfago y osteoblastos respectivamente) (55)

Las especies reactivas de oxigeno han sido un tema de interés en los ultimos
tiempos, se ha estudiado los efectos que tienen y las posibilidades terapéuticas que pueden

llegar ofrecer.

Dharmaraja et. al. (2017) y Nogueira et. al. (2017) concluyeron que la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ERO) contribuye a la eficiencia de la mayoria de los
tratamientos existentes desarrollados para combatir las infecciones bacterianas y el cancer.
un pequefio aumento en la produccion de ERO puede tener consecuencias perjudiciales
en las bacterias. Se ha demostrado que las células cancerosas son susceptibles si existe
mayor produccion de ERO, por lo tanto, puede ser posible mejorar el potencial de los
medicamentos antimicrobianos y anticancerigenos al aumentar la produccion de ERO,
esto concuerda con nuestro estudio, demostramos que la produccion de ERO mejora el

potencial antimicrobiano en medicamentos (57)

Distintos farmacos utilizados en la actualidad, al interactuar con los
microorganismos, producen como efecto secundario la produccion de especies reactivas
de oxigeno, Van Acker ef al (2017) nos mencionan que el aumentar ERO o interferir con
los mecanismos de defensa de los patdgenos contra ERO, pueden mejorar las terapias
antimicrobianas o conducir al disefio de farmacos dirigidos , en los resultados de nuestro
estudio, los compuestos de coordinacion de cobre y rutenio, son fairmacos que trabajan
produciendo EROS y tuvieron efecto antimicrobiano, concordando con lo mencionado en

este estudio (59).
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En la actualidad, existen investigaciones previas sobre nuevos tratamientos

basados en metales en distintas areas de la salud.

Kishen et. al. han tenido importantes avances en sus estudios sobre nano-
particulas a base de plata en endodoncia, en este estudio, utilizaron nanoparticulas como
medicamento intraconducto teniendo actividad en los microorganismos presentes en el
conducto radicular, concordando con nuestro estudio, los metales han presentado ser una
alternativa farmacologica, siendo potenciales antimicrobianos de los microorganismos

presentes en el conducto radicular (58)

El cobre, uno de los metales mas estudiados como posible alternativa a distintas
enfermedades; Duncan ef. al. nos mencionan en su revision lo eficaz que puede ser el
cobre, ha sido investigado por sus acciones biologicas Uinicas y tienen un gran potencial
para aplicaciones terapéuticas y de diagnostico, esto concuerda con nuestros resultados,

ya que comprobamos que el cobre, tiene potencial antimicrobiano. (60)
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CONCLUSIONES

En este estudio de inhibicidn bacteriana, los 3 grupos experimentales, demostraron

su capacidad antibacteriana contra el microorganismo E. faecalis,

En el estudio de ensayos de viabilidad celular, todos los compuestos presentaron
bajos niveles de citotoxicidad, hay una diferencia significativa en los tres grupos
experimentales al momento de aumentar la concentracion, afectando sus niveles de

citotoxicidad.

El grupo experimental Casll-gly, fue el grupo que presentdé mayor actividad
antimicrobiana y poca citotoxidad, siendo la concentracién Casll-gly 30 la que presento

similitud con los grupos de control.

La actividad antimicrobiana y los bajos niveles de citotoxicidad de los
compuestos de coordinacion de cobre y rutenio, fomentan el continuar con la linea de
investigacion y realizar estudios mas especificos para conocer el alcance de la quimica

de coordinacidn en el area de endodoncia
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