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RESUMEN

Los hidrogeles son redes poliméricas entrecruzadas tridimensionales de naturaleza hidrofilica. Entre
sus propiedades destacan la biocompatibilidad, alta absorcién de agua, elasticos, alta sensibilidad a
ambientes fisioldgicos y su contenido de agua es muy similar a la que contienen los tejidos blandos,
es por ello, que, en los dltimos afios, se han utilizado para la administracion de farmacos. Por otro
lado, la circuma es una clase de planta tropical que se ha usado en la medicina asiatica por lo menos
desde hace 4 mil afios, atribuyéndole diversos efectos terapéuticos como; actividades antioxidantes,
antiinflamatorias, antibacterianas, analgésico, antivirales, antifingicas y anticancerigenas.

Debido a las propiedades ya mencionadas de ambas entidades, en este estudio se obtuvo un
hidrogel a base de curcuma. Objetivo: Evaluar los efectos bioactivos de hidrogeles a base de
curcuma (HC) mediante pruebas de hinchamiento, degradacion, citotoxicidad en HGF y actividad
antimicrobiana en S. aureus y antifingica en C. albicans. Metodologia se trata de un estudio
experimental puro in vitro. El hidrogel fue sintetizado con gelatina tipo A adicionado con 0-12.5 mg/mL
de curcuma en polvo como primera parte y otro hidrogel adicionado con un stock de carcuma con
DMSO en una proporcién de 250 mg/10 mL. Se realizaron pruebas de degradacion enzimatica e
hidroliticas, analizadas con espectrofotometro de UV-vis. La proliferacion celular (24-96 h) se
determind por el ensayo de MTT vy el efecto antiinflamatorio fue determinado por la expresién de
prostaglandina E2 con un ensayo de ELISA, se utilizé interleucina-1 beta para inducir un estado
proinflamatorio. Los ensayos antimicrobianos y antifingicos fueron determinados por difusion en
agar, microdilucién y conteo de colonias. Los datos fueron analizados con pruebas de normalidad de
Shapiro- Wilks y pruebas de ANOVA post hoc de Tukey. La significancia estadistica fue fijada con
un valor p<0.05. Resultados De acuerdo con las pruebas realizadas en cuanto al tiempo de
degradacion en un medio de tripsina y PBS se obtuvo un tiempo de 30 y 45 min respectivamente
para la degradacion del HC. La proliferacion celular a las 96 horas no se alteré (p>0.05) por la
presencia de los hidrogeles a base de clrcuma en polvo, al igual que no se vio alterada al usar el
stock de clrcuma, por lo que son determinados como no citotoxicos (87.03+1.16),
independientemente de la dosis de curcuma con valores. La expresion de PGE2 disminuy6 (p<0.05)
de forma dosis-dependiente. Se observé una inhibicion (p<0.05) en S.aureus a dosis de 1.5 mg/mL
de hidrogel con ctircuma, mientras que en C. albicans no mostré efectos antifingicos por medio del
ensayo de difusion en agar. En cambio, al utilizar el hidrogel adicionado con el stock de cdrcuma
mediante el ensayo de microdilucién y conteo de colonias se observd que, si existe un efecto
bactericida de los hidrogeles contra S. aureus de manera dosis dependiente, al igual que un efecto
antifingico contra C. albicans. Conclusiones Los hidrogeles a base de cdrcuma se degradan en
promedio a los 40 min, tienen una aceptable biocompatibilidad en HGF ya sea en polvo o liquida,
con efectos antiinflamatorios, un efecto bacteriostatico y antifiingico al utilizarse en estado liquido.
Esto nos indica que los hidrogeles a base circuma pueden contribuir a la cicatrizacién de heridas, a

desinflamar y prevenir infecciones posteriores a un proceso quirudrgico.
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ABSTRACT

Hydrogels are three-dimensional cross-linked polymeric networks of hydrophilic nature. Their
properties include biocompatibility, high water absorption, elasticity, high sensitivity to
physiological environments and their water content is very similar to that contained in soft
tissues, which is why, in recent years, they have been used for drug delivery. On the other hand,
turmeric is a kind of tropical plant that has been used in Asian medicine for at least 4 thousand
years, attributing to it diverse therapeutic effects such; as antioxidant, anti-inflammatory,
antibacterial, analgesic, antiviral, antifungal and anticancer activities. Due to the aforementioned
properties of both entities, a turmeric-based hydrogel was obtained in this study. Objective: To
evaluate the bioactive effects of turmeric (HC) based hydrogels by means of swelling,
degradation, cytotoxicity in HGF and antimicrobial activity in S. aureus and antifungal activity in
C. albicans. Methodology this is a pure in vitro experimental study. The hydrogel was
synthesized using gelatin type A mixed with 0-12.5 mg/mL turmeric powder as the first part and
another hydrogel added with turmeric stock with DMSO at a ratio of 250 mg/10 mL. Enzymatic
and hydrolytic degradation tests were performed, analyzed with UV-vis spectrophotometer. Cell
proliferation (24-96 h) was determined by MTT assay and anti-inflammatory effect was
determined by PGE:2 expression with an ELISA assay, interleukin-1 beta was used to induce a
proinflammatory state. Antimicrobial and antifungal assays were determined by agar diffusion,
microdilution and colony counting. Data were analyzed with Shapiro- Wilks normality tests and
Tukey's post hoc ANOVA tests. Statistical significance was set at p-value<0.05. Results
According to the tests performed regarding degradation time in trypsin and PBS medium, a time
of 30 and 40 min respectively was obtained for HC degradation. Cell proliferation at 96 h was
not altered (p>0.05) by the presence of the turmeric powder-based hydrogels, just as it was not
altered when using turmeric stock, so they are determined as non-cytotoxic (87.0311.16),
regardless of the turmeric dose with different ratios. PGE2 expression decreased (p<0.05) in a
dose-dependent manner. Inhibition (p<0.05) was observed in S.aureus at 1.5 mg/mL dose of
HC, while C. albicans showed no antifungal effects by agar diffusion assay. On the other hand,
when using the hydrogel added with turmeric stock by means of the microdilution and colony
count assay, it was observed that there is a bactericidal effect of the hydrogel against S. aureus
in a dose-dependent manner, as well as an antifungal effect against C. albicans. Conclusions
Turmeric-based hydrogels degrade on average of 40 min, with an acceptable biocompatibility in
HGF both in powder and liquid form, with anti-inflammatory effects, a bacteriostatic and
antifungal effect when used in liquid form. This indicates that the turmeric-based hydrogels can
contribute to a wound healing, that can reduce inflammation and prevent infections following a

surgical procedure.
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INTRODUCCION

Los hidrogeles son redes poliméricas entrecruzadas tridimensionales de naturaleza altamente
hidrofilica. Entre sus propiedades destacan la biocompatibilidad, alta absorciéon de agua y elasticos.
Existen dos tipos de hidrogeles, los naturales y los sintéticos. Los hidrogeles naturales estan hechos
principalmente a base de polimeros naturales, proteinas tales como colageno, gelatina y fibrina o

polisacaridos como alginato de quitosano y acido hialurénico.!

Por otro lado, el uso de materiales naturales se ha utilizado ampliamente y un ejemplo de ello es la
curcuma, una planta tropical, cuyo uso mas comudn es como especia.? En la medicina asiatica su
uso se atribuye a efectos terapéuticos como actividades antioxidantes, antiinflamatorias,
antibacterianas, antivirales, antifungicas y anticancerigenas, disminuyendo la tension arterial,
mejorando afecciones estomacales, disminuyendo sintomas de artritis y, en cuanto a la relaciéon con
el area odontoldgica, destaca en la efectividad para tratar enfermedad periodontal, halitosis,
estomatitis y mucositis pediatrica.?

Ademas de lo antes mencionado, también posee efectos analgésicos actuando a nivel del sistema
nervioso central y periférico.4 Los mecanismos de accion con los que actGa son la inhibicion de
determinados factores de transcripcidn involucrados en la inflamacién y la alteracion de las vias de
sefializacion del dolor a través de canales idnicos.5 Entre sus principales efectos destacan su funcion
antioxidante y antiinflamatoria por su efecto en el plasma.®

Una de las enfermedades inflamatorias de la cavidad oral méas sobresaliente es la enfermedad
periodontal y se ha encontrado que su prevalencia es del 50 % tan solo en Estados Unidos de
América, en cuanto a la poblacion global con un porcentaje del 10-15 % incrementando segun el
rango de edad, debido a esto la medicina tradicional puede considerarse un tratamiento viable por
su facil alcance.” Estudios previos han reportado que la circuma posee un efecto citotoxico
moderado con un efecto antiinflamatorio en un modelo de gingivitis in vitro con la utilizacién de
fibroblastos gingivales humanos (Del inglés, Human Gingival Fibroblast, HGF) denotando de esta
forma el uso clinico potencial prometedor para pacientes con gingivitis y periodontitis.8

La hipétesis planteada se refiere a que el uso de hidrogeles a base de curcuma tendra un efecto
benéfico sobre los (HGFs) reaccionando de manera biocompatible con efectos antiinflamatorios,
antimicrobianos en cultivo con S. aureus y antifingicos en cultivo con C. albicans.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue el de evaluar los efectos bioactivos de hidrogeles a base
de clrcuma (HC) mediante pruebas de hinchamiento, degradacion, proliferacion de HGF,
desinflamacidn y actividad antimicrobiana en S. aureus y actividad antifingica en C. albicans.

En este estudio experimental, se realizé una sintesis del hidrogel con gelatina tipo A, la cual se
obtiene a partir de la hidrélisis parcial del colageno de la piel, tejido conectivo y huesos de los
animales, creando dos grupos; uno adicionado con curcuma en polvo y otro adicionado con un stock

a base de curcuma y dimetil sulfoxido (DMSO).
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10



MARCO TEORICO

Hidrogeles

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales, macromoleculares de naturaleza
hidrofilica, que se producen por reticulacién quimica o fisica de polimeros solubles.?*

Entre sus propiedades destacan la biocompatibilidad, alta absorcién de agua, elasticos,? asi
como su alta sensibilidad a los ambientes fisiolégicos, la naturaleza hidréfila, el contenido de
agua similar a los tejidos blandos, los hacen excelentes candidatos para aplicaciones
biomédicas.?

Una de las propiedades mas importantes que presentan los hidrogeles es su grado de

hinchamiento.*
Clasificacién de los hidrogeles

Los hidrogeles se pueden clasificar seglin su origen en naturales y sintéticos. Los hidrogeles
naturales estan hechos principalmente a base de polimeros naturales, proteinas tales como
colageno, gelatina, y fibrina o polisacaridos como el alginato, el quitosan y acido hialurénico.®

Mientras que algunos ejemplos de hidrogeles sintéticos son a base de poli (lactico-co-glicélico)
PGL, poli (4cido acrilico) PAA, poli (etilenglicol) PEG, poli (alcohol vinilico) PVA 'y polipéptidos.®

Hidrogel natural

PGL
5 : : PAA
Proteinas Polisacéaridos
PEG
PVA
Coléageno Alginato
Gelatina ~ Quitosan Polipéptidos
Fibrina Acido hialurénico

Figura.l. Clasificacién de los hidrogeles segun su origen. Fuente propia.
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Caracteristicas de los hidrogeles

Es importante que los hidrogeles tengan una excelente biocompatibilidad y que los productos
de degradacion producidos tengan un bajo potencial téxico. En este caso, que se puedan

metabolizar en productos no téxicos.”

Debido a que es una red tridimensional absorben una gran cantidad de agua y a esto se debe
su hinchamiento, es decir, que aumenta su volumen mientras mantienen su forma hasta
alcanzar un equilibrio fisico quimico. Su caracter hidréfilo se debe a la presencia de grupos
funcionales hidréfilos como: OH, COOH, CONH, entre otros. Son considerados materiales

inertes por lo que las células y proteinas no tienden a pegarse a su superficie.®
Aplicaciones de los hidrogeles

En los ultimos afios se ha prestado atencidn del uso de hidrogeles para la administracion de

farmacos, como andamios para ingenieria tisular y medicina regenerativa.

Gelatina tipo A

La gelatina es una proteina soluble en agua obtenido por hidrélisis y extraccion de colageno del tejido
conectivo de la piel, huesos y tendones de animales, que se ha utilizado ampliamente en las
industrias alimentaria, farmacéutica, médica y cosmética.®

Las gelatinas estan disponibles de diferentes fuentes animales a través de diferentes procesos de
hidrolisis, que influyen en las propiedades fisicoquimicas de los hidrogeles. Una hidrdlisis acida
conduce a una gelatina con un pH de 9.0, a esta gelatina se le denomina de tipo A, mientras que
una hidrdélisis alcalina conduce a un pH de 5.0 que es gelatina tipo B.10

La gelatina tiene muchas buenas propiedades funcionales, como gelificacion, espesamiento,
formacion de pelicula, texturizacién, emulsificacion, adhesividad y capacidad de encapsulacion.!!
La gelatina generalmente forma un gel termo reversible después de disolverse en agua a una
temperatura determinada y el enfriamiento puede hacer que la solucién de gelatina se solidifique
para formar hidrogel.

Se ha demostrado que es un vehiculo eficaz para la liberacién de farmacos y puede aumentar las
actividades terapéuticas tanto de los farmacos solubles en agua como de los insolubles en agua.'?
El uso de gelatina como matriz de liberacion de farmacos tiene dos ventajas en comparacion con
otros sistemas de liberacion. Primero, se prefiere la gelatina para suprimir las respuestas
inflamatorias inducidas por el material. En segundo lugar, la gelatina puede liberar el farmaco

incorporado por su degradacién y, finalmente, se elimina.3
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Curcuma

La curcuma es una clase de planta tropical, miembro de la familia del jengibre, Zingabaraceae.
Crecen naturalmente en India, China, Australia y varios paises de la misma region. El uso méas comun
de la crcuma es como especia en polvo, la cual es de un color amarillo vibrante.'4

Los componentes de la circuma se denominan curcuminoides, que incluye principalmente a la
curcumina (diferuloilmetano), la cual constituye aproximadamente 90 % del contenido de

curcuminoides. Estos son los que dan a la clrcuma su color amarillo brillante.t®

En la medicina asiatica su uso se remonta al menos a 4 mil afios. Atribuyéndole diversos efectos
terapéuticos como actividades antioxidantes, antiinflamatorias, antibacterianas, antivirales,
antifingicas y anticancerigenas, disminuyendo la presién arterial, mejorando afecciones
estomacales, reduciendo sintomas de artritis y en cuanto a la relacién con el area de odontologia,
ha sido efectiva para tratar periodontitis, halitosis, estomatitis y mucositis pediatrica.®

La administracion de drogas y alimentos ha clasificado a la clUrcuma entre las sustancias
generalmente reconocido como seguro (GRAS).

Se ha encontrado que la curcuma modula la accion celular de varios factores de crecimiento,
citocinas y factores de transcripcién que podrian estar involucrados en el proceso inflamatorio.1”
Sus propiedades antiinflamatorias pueden atribuirse a su capacidad para inhibir tanto la biosintesis
de prostaglandinas inflamatorias del acido araquidénico y la funcién de neutréfilos durante estados
inflamatorios. También se descubrié que la administracion oral de cdrcuma en casos de inflamacion
aguda era tan eficaz como la cortisona o la fenilbutazona y la mitad de efectivo en casos de
inflamacion crénica.1®

La curcuma también posee efectos analgésicos actuando a nivel del sistema nervioso central y
periférico; sus posibles mecanismos de accion son la inhibiciébn de determinados factores de
transcripcion involucrados en la inflamacién y la alteracion de las vias de sefializacién del dolor a

través de canales i6nicos.?
Aplicaciones dentales

Aplicacion topica en pasta hecha de 1 cucharadita de cdrcuma con % cucharadita de sal y %
cucharadita de aceite de mostaza alivia la gingivitis y la periodontitis. Se recomienda frotar los dientes

y las encias con esta pasta dos veces al dia.?°

En un estudio de Waghmare se concluyo que el gluconato de clorhexidina, asi como el enjuague
bucal de clircuma se pueden usar de manera efectiva como un complemento de los métodos de
control mecanico de la placa para prevenir la placa y la gingivitis. Se encuentra que el enjuague bucal
de clrcuma preparado, disolviendo 10 mg de extracto de curcumina en 100 mL de agua destilada y
0.005 % de agente aromatizante de aceite de menta con un pH ajustado a 4 es tan efectivo como el

enjuague bucal con clorhexidina mas utilizado.?*
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En un estudio realizado por Behal, donde coloco un gel de circuma al 2% en pacientes con
periodontitis después de un tratamiento de raspado y alisado radicular, lo que se encontré fue que
hubo una reducciéon significativa en la actividad enziméatica similar a la tripsina de los
microorganismos del "complejo rojo". Se observé una mayor reduccion en todos los parametros en
el grupo experimental en comparacion con los del grupo control. Por lo tanto, el sistema local de
administracion de medicamentos que contiene un 2% de gel de circuma completo se puede usar
como un complemento para el raspado y alisado radicular.??

Irrigante subgingival

En un estudio realizado por Suhag et al., los sitios periodontales fueron tratados en el dia O (linea de
base) por un solo episodio de descamacion y cepillado radicular. Posteriormente, los sitios
seleccionados se irrigaron (régimen de riego triple) con solucidn salina (0.9 %), clorhexidina (0.2 %),
curcumina (1 %), o sirvieron como sitios de control no irrigados en el dia 0 (linea de base)
inmediatamente después de la instrumentacién. El régimen de riego triple se repitié6 durante los
siguientes 5 dias consecutivos y en los dias 15 y 21. Los parametros clinicos registrados fueron
profundidad de bolsa (PPD), sangrado al sondaje (BOP) y enrojecimiento en 200 sitios en 20
pacientes con periodontitis. Los resultados indicaron que los sitios irrigados tuvieron una mejora
significativa en todos los parametros en comparacién con los sitios no irrigados en los dias 2, 3,4y
5. El grupo de curcumina mostré una reduccion significativa en BOP (100 %) y enrojecimiento (96
%) en comparacién con el grupo de clorhexidina y el grupo de solucién salina en el dia 5. Sin
embargo, la diferencia entre los grupos no fue significativa en las préximas visitas. La reduccion
media de PPD fue significativamente mayor para el grupo de curcumina que para todos los demas
grupos en todos los dias posteriores al tratamiento. Por lo tanto, la solucién de curcumina al 1%
puede causar una mejor resolucién de los signos inflamatorios que la clorhexidina y la irrigacion
salina como irrigante subgingival.?®

Sellados de fosas y fisuras

Este sellador se puede producir a partir de una composicion que comprende un sistema de resina
polimerizable que contiene mondmero de acrilico y al menos un colorante seleccionado del grupo
que consiste en extracto de anato, extracto de circuma y B-Apo-8'-Carotenal. 2°

Propiedades anticancerigenas

Se ha descubierto que la curcumina posee actividades anticancerigenas debido a su efecto sobre
una variedad de vias bioldgicas involucradas en mutagénesis, expresion de oncogenes, regulacion
del ciclo celular, apoptosis, tumorigénesis y metastasis. Potencia el efecto de quimioterapia y actla
como un potenciador de la radioterapia. Ademas, se encuentra que detiene las células
carcinomatosas en la fase G2/M del ciclo celular, en el que las células son méas susceptibles a los

efectos citotéxicos de la radioterapia.?*
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Lesiones precancerosas

También se ha estudiado su papel en el tratamiento de diversas afecciones precancerosas, como la
fibrosis submucosa oral, la leucoplasia y el liquen plano. El extracto de cdrcuma y el aceite de
curcuma han demostrado actividad oncopreventiva en experimentos con animales in vitro e in
vivo. Los sintomas locales de sensacién de ardor y dolor se redujeron y también se observé una
inversion parcial de la apertura de la boca.?®

En pacientes sometidos a cirugia, la aplicacion oral de curcumina reduce la inflamacién
postoperatoria.

Existen ensayos clinicos en humanos también indican que la curcumina no tiene toxicidad cuando

se administra a dosis de 1-8 g/ dia 'y 10 g/dia.?¢

Figure 2b: Curcuma longa rhizome powder.

Figure 2a: Curcuma longa plant

Figura. 2a. Planta de curcuma longa  2b. Polvo de curcuma
Rajadurai S, C. K. (2015). Phytochemical Screening and Antimicrobial Activity of Curcuma longa Natural
Dye. General Medicine: Open Access, 03(02).

Antecedentes del uso de carcuma 2’

1815 se aisla por primera vez la curcumina (diferuloilmetano).

1973 Roughley y Whiting encontraron la estructura de la sustancia.

1974 se conoce la actividad antibacteriana in vitro del extracto alcohdlico de C. longa, de la

curcumina y de sus aceites esenciales contra bacterias Gram positivas.

1978 se demostro la actividad antifingica de la curcumina.

1987 se comprobd que la circuma era bastante toxica para Salmonella typhimurium, aunque
no para Escherichia coli.

15



HGE

Los fibroblastos gingivales humanos, HGF, por sus en inglés (Human Gingival Fibroblast),

constituyen el tejido conectivo blando que rodea el hueso, son las células mas comunes y menos
especializadas del tejido conjuntivo, son los principales tipos celulares encontrados en el periodonto,
se encargan de la sintesis y el mantenimiento de la matriz extracelular y presentan gran capacidad
para diferenciarse, dando lugar a otros tipos celulares mas especializados de tejido conjuntivo. Son
de origen mesenquimal esenciales, estan involucrados en los procesos de cicatrizacion, ya que
cuando ocurre dafio tisular, se induce mitosis de fibroblastos y se estimula la produccién de colageno,
gue aisla el tejido y favorece su reparacién.28
El fibroblasto es una célula dinamica, la cual ejerce funciones tisulares a nivel local y del sistema
inmune, y al evaluarlo en cultivo se han encontrado que no son homogéneos entre si, sino que
presentan diferencias en morfologia y funciéon de acuerdo con la ubicaciéon en que se encuentren.
Dentro de sus principales funciones se encuentra la formacion de fibras del tejido conectivo
denominadas coldgeno y elastina; sin embargo, cabe anotar que el fibroblasto desempefia otros
roles importantes como:2°
e Produccién y mantenimiento de la sustancia fundamental en la cual sus productos fibrosos
son embebidos.
e Capacidad de sintetizar y fagocitar el coldgeno y los componentes de la matriz extracelular
en procesos de remodelacion del tejido conectivo.
e Exhiben contractilidad y motilidad utilizadas en la determinacion de la organizacién
estructural del tejido conectivo, especialmente durante la embriogénesis.
e Produccién de citoquinas con la capacidad de promover la destruccién tisular y estimular la
reabsorcién 6sea mediada por osteoclastos.
Hakkinene y Larjava encontraron que, en tejido sano, las células son de forma de espiral,
epitelializadas y estrelladas. En contraste, solo células estrelladas elongadas fueron observadas en
el tejido de granulacién.30
Ko et al., 1984, reportaron que aproximadamente el 50% de los fibroblastos gingivales humanos
(FGH), son responsables a la terapia con PGEz2, revelando una reduccién en los mecanismos de
transporte de membrana y actividad sintética. Simultdneamente, ademas de responder a la terapia
con PGEz, el fibroblasto participa en la produccién de la misma.3°
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Antecedentes

En los dltimos afios, se ha buscado proponer nuevas formas para administrar farmacos de manera
controlada con el objetivo de que el tratamiento terapéutico sea mas efectivo y cdmodo para los
pacientes, siendo los hidrogeles los méas estudiados debido a sus potenciales aplicaciones y sus

propiedades.

Wichterle y Limm en 1960 realizaron un hidrogel de poli (metacrilato de 2- hidroxietilo) (PHEMA)
propuesto como material para realizar lentes de contacto blandas. En este estudio se hicieron

evidentes las propiedades de los hidrogeles.3!

En un estudio realizado en Theran, Iran en 2015 por Fallah y col., consistié en fabricar, caracterizar
y examinar la viabilidad de utilizar nanofibras de policaprolactona / gelatina con cdrcuma. Se
realizaron pruebas antibacterianas contra S. aureus resistente a metilicina. Los resultados mostraron
que las nanoparticulas tienen una potente actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas
y Gram negativas. También se observ6 que la degradacion de estas nanofibras fue lenta, lo que es
favorable para la cicatrizacion de heridas.3?

Otro estudio realizado en Malasia en 2018 evaluo las propiedades fisicoquimicas del hidrogel de
gelatina tipo B reticulado con genipin incorporando extracto etandlico de cdrcuma. La evaluacién
demostré que las propiedades mecanicas del hidrogel mejoraron y el grado de hinchamiento
disminuyo debido a la presencia del genipin, esto permitio la liberacién controlada de circuma desde

la matriz del hidrogel.33

En el afio 2019, en Vietman se llevé a cabo un estudio preliminar de un material compuesto de
gelatina tipo B, nano particulas de plata y circuma por sus propiedades bactericidas y antioxidantes.
La evaluacién de este material se centrd en aspectos antibacterianos, antioxidantes y citotoxicos.

El ensayo bactericida fue contra S.aureus y P.aeruginosa. Los resultados sugirieron que el hidrogel
podria utilizarse como agente terapéutico potencial para tratar heridas por sus efectos bactericidas

y antioxidantes, asi como su baja toxicidad.2*

Li y col. en China crearon un nano-hidrogel inyectable in situ, compuesto de curcuma, N, O-
carboximetil quitosano y alginato oxidado, el cual se desarroll6 con la finalidad de crear un apdsito
para la reparacion de heridas dérmicas. Al modificar la circuma, su estabilidad mejord. El estudio de
liberacion in vitro reveld que la nanocurcumina encapsulada se liberd lentamente del hidrogel con
difusion controlada. El estudio de cicatrizacién de heridas in vivo se realiz6 mediante la inyecciéon de
hidrogeles en heridas dorsales de rata. El estudio histologico revel6 que la aplicacién de nano-

curcumina/hidrogel CCS-OA podria mejorar significativamente la reepitelizacién de la epidermis y
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depdsito de colageno en el tejido de la herida. Los resultados también indicaron que el hidrogel

podria acelerar el proceso de curacion de la herida.3®

Otro estudio realizado también en China consistié en la preparacion y aplicacion de un sistema de
administracion controlada de farmacos biodegradable que forma un gel, compuesto de micelas
cargadas con curcumina e hidrogel termosensible. Debido a su alta hidrofobicidad, la curcumina se
encapsulé en micelas poliméricas (CureM) con alta carga de farmaco y encapsulacién. Se preparé
un hidrogel termosensible cargado con CureM (CureMeH) y se aplic6 como apdsito para mejorar la
cicatrizacion de la herida cutanea. Los estudios in vitro sugirieron que CureMeH exhibia una buena
adherencia al tejido y podria liberar curcumina en un periodo prolongado.

Ademas, se emplearon modelos de heridas de incisién lineal y de escision de espesor total para
evaluar la actividad de curacién de heridas in vivo de CureMeH. En el modelo de incision, el grupo
tratado con CureMeH mostrdé una mayor resistencia a la traccién y epidermis mas gruesa. En el
modelo de escision, el grupo CureMeH mostré una mejora de cierre de herida. Ademas, en ambos
modelos, los grupos tratados con CureMeH mostraron un mayor contenido de colageno, mejor
granulacién, mayor madurez de la herida. El examen histopatolégico destacé que CureMeH podria
mejorar la reparacién de heridas de la piel. En conclusién, el compuesto biodegradable CureMeH

podria tener una gran aplicacion para cicatrizacién de la herida.36
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CAPITULO 2
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Planteamiento del problema

Para todo odontélogo después de realizar un tratamiento quirargico su principal objetivo es disminuir
las molestias postoperatorias de sus pacientes. Atendiendo principalmente la inflamacién, el dolor,
prevenir posibles infecciones, disminuir la molestia al consumir alimentos, evitar traumatismos en la
zona intervenida, asi como problemas gastrointestinales debido al protocolo farmacolégico que se
sigue habitualmente.

Debido a las actividades de cada paciente es posible que el tratamiento farmacoldgico se vea
interrumpido o suspendido definitivamente, ocasionando dolor y en muchas ocasiones se presente
una infeccion.

Desde un punto de vista clinico no existe en el mercado un apésito que contenga algun agente
terapéutico, el cual tenga una accién local ayudando a disminuir las molestias mencionadas con
anterioridad y que sirva como una barrera para prevenir el crecimiento de microorganismos por
ejemplo, S.aureus y C.albicans.

En la medida que aqui se adopta, en los ultimos afios se han llevado a cabo diversos estudios
para conocer las propiedades terapéuticas de la clircuma, ya que se considera como una
sustancia segura para su consumo.

Se busca crear un material biocompatible que pueda usarse como apdsito post quirargico para
brindarle a los pacientes una recuperacion satisfactoria y que el odontélogo tenga la seguridad
de que su paciente va a tener un proceso de cicatrizacién idéneo.

Sin embargo, hasta la fecha no se ha evaluado el impacto de la carcuma en cultivos celulares
orales, tampoco se conoce con exactitud la dosis en las que puede ser utilizada sin perder sus
propiedades.

Especificamente en el area de la odontologia se busca el desarrollo de biomateriales utilizando
las propiedades de plantas medicinales como una alternativa a los productos comerciales.

Es por esto, que en este estudio se evaluara la bioactividad de la circuma en células orales

mediante un hidrogel y su posible uso postquirlrgico.

Pregunta de investigacion

¢, Cual es la bioactividad de un hidrogel a base de gelatina tipo A con clrcuma en
cultivo con células orales, cultivos de S. aureus y C. albicans?
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Justificacion

Las infecciones son las principales complicaciones postquirargicas, en un 50 %, siendo la
alveolitis la mas frecuente, seguido por trismus y otros factores con un 16.67 %
respectivamente, edema y hemorragia con 8.33 % cada uno. Del 100 % de los pacientes 8.33
% no sigue las instrucciones postquirargicas que se le indican.3!

La importancia de evaluar la bioactividad de un hidrogel con carcuma radica en observar su
mecanismo de accién respecto a células orales (HGF) y su actividad antimicrobiana y
antifungica, ya que no existen estudios previos de su aplicacion en odontologia.

Se propone trabajar con clUrcuma, ya que en la Ultima década se ha potencializado su uso por
las excelentes propiedades terapéuticas que posee.

Por otro lado, no existe en el mercado un producto que tenga la funcion de apdésito quirlrgico
hecho a base de circuma que nos ayude a tener mejor control de la cicatrizacién, la inflamacion,

asi como prevenir infecciones postquirudrgicas.

Objetivos

General
Evaluar la bioactividad del hidrogel con cdrcuma en cultivos con fibroblastos gingivales
humanos (HGF), asi como su efecto antimicrobiano en cultivos con S. aureus y anti fingico en

cultivos con C. albicans.

Especificos

1. Desarrollar un hidrogel a base de gelatina tipo A cargado con curcuma en distintas
dosis.

2. Comparar la efectividad de la carcuma en polvo y cdrcuma en estado liquido utilizando
como solvente DMSO.
Evaluar el tiempo de degradacion hidrolitica y enzimética de dichos hidrogeles.
Determinar la proliferacién celular del hidrogel con cdrcuma en distintas dosis en cultivo
con HGF.

5. Conocer el efecto anti-inflamatorio del hidrogel con ciircuma en distintas dosis en cultivo
con HGF

6. Identificar el efecto antimicrobiano y anti fungico del hidrogel en cultivos con S.aureus

y C.albicans.
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Hipoétesis
Hipotesis de investigacion
El uso de un hidrogel a base de circuma tendra un efecto benéfico sobre las células gingivales

(HGF) reaccionando de manera biocompatible con efectos antiinflamatorios, antimicrobianos y

antifungicos en cultivo con S. aureus y C. albicans.

Hipotesis nula
El uso de un hidrogel a base de curcuma no tendra ningun efecto benéfico sobre las células
gingivales (HGF) reaccionando de manera no biocompatible, sin tener efectos antiinflamatorios,

antimicrobianos y antifingicos en cultivo con S. aureus y C. albicans.
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Marco metodoldégico

Tipo de estudio: Experimental in vitro

Disefio de estudio: Puro, descriptivo, prospectivo y comparativo.

Universo de estudio/muestra

Universo de estudio:

1. Hidrogeles con carcuma en concentraciones de 1.5 mg, 3.1 mg, 12.5 mg y grupo control.

2. Hidrogeles con clircuma en concentraciones de stock de 5 mL, 4 mL, 3 mL, 2 mL, 1 mL
y grupo control

3. Numero de células orales cultivadas de tejido oral humano.

4. Microorganismos S. aureus y C. albicans.
Muestra: No probabilistica.

Tamafo de muestra: Triplicado de experimentos independientes (n=9)

Criterio de seleccién de la muestra

Criterios de inclusiéon

Hidrogeles solo con gelatina tipo A
Hidrogeles con circuma a 1.5 mg, 3.1 mgy 12.5 mg

Hidrogeles con stock de carcumaa 5 mL, 4 mL, 3mL, 2mL, 1 mL

Criterios de exclusion

Hidrogeles que tengan mas de una semana en refrigeracion.

Criterios de eliminacion

Cultivos celulares y/o bacterianos contaminados.

Muestra de hidrogeles contaminadas.
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Variables de estudio

Variables dependientes

Variable

dependiente

Degradacién

Citotoxicidad.

Proliferacion

celular.

Definicion
Conceptual

Se produce como
consecuencia del contacto
del material con un medio
acuoso, provocando el
inflamiento, ruptura de
puentes de hidrégeno
intermoleculares,
hidratacién de las
moléculas y finalmente la
hidrélisis de los enlaces

inestables.

El nUmero de células
sanas en una muestra
determina la cantidad de
células que estan vivas o
muertas basandose en la

muestra total de células.

Es el incremento de
numero de células por

division.

Definiciéon

operacional

Se utiliz6 PBS y
tripsina como medio,
y se mantuvieron las
muestras en

agitacion constante.

Se evalué ensayo
MTT por contacto
directo e indirecto de
viabilidad celular
segun la norma ISO
10993 a 24 h.

Se evalu6 ensayo de
MTT por contacto
directo e indirecto
proliferacion celular
segln norma ISO
10993 a 24-96 h.
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Tipo de

variable

Cualitativa

Contable.

Cuantitativa.

Cuantitativa.

Escala de
medicion
De razoén

Absorbancia.

De razén

Viabilidad celular
(%)

De razén

Viabilidad celular
(%)



Efecto

antimicrobiano

y antifangico.

Desinflamacion

El crecimiento del

microorganismo infectante
o0 el patégeno, es inhibido
por una concentracion del

agente antimicrobiano/

Antifangico, mas alta que
el rango observado para

cepas silvestres.

Desaparicion de la
inflamacion del tejido de

un organismo.

Se evalué mediante
el método de
determinacion de
sensibilidad
antimicrobiana, por
dilucién y difusion en

agar.

Se evalu6 con ayuda
del kit de Elisa.
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Cuantitativa.

Cuantitativa.

De razon
Absorbancia

(%).

De razén
Absorbancia.

(%)



Variables independientes

Variable

independiente

Tipo de
hidrogel.

Concentracion

de clrcuma.

Concentracion de

stock de clrcuma

Definicién
Conceptual

Redes poliméricas
tridimensionales, de
naturaleza hidrofilica.
Puede ser natural o

sintético.

Proporciébn o relacion
gue hay entre la cantidad
de soluto y la cantidad de

disolucién.

Proporciébn o relacion
gue hay entre la cantidad
de soluto y la cantidad de
disolucion.

Definicion

operacional

Hidrogel natural
hecho a base de
gelatina tipo A.

Se utilizaron 3
concentraciones de
cdrcuma (12.5 mg,
3.1mgyl5mg)y
un control sin

clrcuma.

Se realiz6 un stock
de circuma,
utilizando como
solvente DMSO (250
mg/ 10 mL)

27

Tipo de

variable

Cualitativa

Dicotémica.

Cualitativa

Politémica.

Cualitativa

Politémica.

Escala de

medicidon

Nominal

1

2)

Con
circuma.
Sin

clrcuma.

Nominal

1)
2)
3)

4)

Control
1.5 mg
3.1 mg

12.5 mg

Nominal

1
2)
3)
4)
5)
6)

Control
5mL
4 mL
3 mL
2mL
1Ml



Diseifio experimental

10 ml
aguadeionizada
esteéril.
Siiesis 0 Calentar con agitacion a
hidrogel a base 29r d_e gelatina Una temperatura de 80°C en Obtener mezcla
de gelatina tipo A tipo A vasos de precipitado > homogenea
cargado de
carcuma
1.5 mg
34 mg

125 mg
De clrcuma

Tomar 6 mL de
cada muestra

\ Obtener muestras

de 5mm

Figura. 3. Proceso de sintesis de hidrogel con cdrcuma en
polvo.
Fuente propia
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Sintesis de
hidrogel a base de
gelatina tipo A
cargado de
clrcuma liquida

Figura. 4. Proceso de
sintesis de hidrogel
con circuma liquida

Fuente propia

Figura. 5. Degradacidn enziméatica e hidrolitica
Fuente propia

r\w‘ imPBS
\ )

N

= . /f"l Agitacién \
\ Constante de 20- 45 min .
Degradacién de ; Mue:zade :"‘dﬂ : \ y
hidrogeles s )
\ N 1) y 2N
L/¢> 1mitipsina
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Ensayo directo, los HGF fueron inoculadm
una densidad promedio de 25x104celulas/ mL

sobre los hidrogeles.

Ensayo de Incubar a37°C con 5% de CO2 y 95%
proliferacion humedad relativa durante 24, 48, 72y ——> celular mediante ensayo
celular 96 horas.

Ensayo indirecto, los hidrogeles se
colocaron en medio de cultivo MEM durante 24
horas a 37°C a 50 rpm. El sobrante fue
inoculado sobre los HGF

Figura. 6. Ensayo de proliferacion celular directo e indirecto
Fuente propia
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Efecto

antiinflamatorio Induccién de HGF a estado pro-
inflamatorio con interleucina 1 beta

Inoculacién de células HGF por

e — 2 -
contacto directo sohre hidrogeles

Expresion de

PGE2

Kit de ELISA siguiendo instrucciones
del fabricante

Andlisis con
espectrofotémetro a 450 nm

Figura. 7. Proceso para determinar efecto antiinflamatorio, expresion de PGE:
Fuente propia
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‘Ajuste de bacteria a 0.5
escala Mc Farland

Cultivo joven C.
( albicans ) =

Actividad
antimicrobiana y
antifangica

‘Colocar 200 pL de bacteria
a las cajas de agar de
‘Sabouraud Dextrose

Esterilizacién de los
hidrogeles por irradiacién
’ uv

Difusién en agar =5 T
i s 7 Colocar una muestra.
actividad antifungica Tickoghl t civis ried
(control, 1.5 gr de ctircuma,
3.1 grde clrcumay 12.5 gr
de curcuma).

Incubar por 24

En otra caja de agar colocar discos de papel
filtro con diluciones de cdrcuma, 12.5- 1.5 gr
curcuma anfotericina B y agua desionizada

como grupos control.

OB R AR A

Figura. 8. Procedimiento para determinar actividad antimicrobiana y antifingica.

Fuente propia
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Materiales y método

Materiales

Equipo

Campana de flujo laminar horizontal (LumisellMR LH-120, Celaya, Guanajuato, Mexico),
centrifugadora (Beckman®, J2-MC, Indianapolis, EUA), incubadora (Binder ®, Tuttlingen,
Alemania), ultracongelador (Thermo Scientific®, Rochester, NY, EUA), espectrofotbmetro
(Thermo Sientific®, Finlandia).

Muestra

Muestras de hidrogeles a base de gelatina tipo A con cdrcuma en dosis de 12.5 mg, 3.1 mg, 1.5
mg y solo gelatina tipo A.
Muestras de hidrogeles a base de gelatina tipo A con stock de circuma en dosis de 5 mL, 4 mL, 3

mL,2mLy1mL.

Instrumental

Micropipetas (Thermo Scientific®, Rochester, NY, EUA), cajas de cultivo de 10-cm y 6-cm
(Thermo Scientific Rochester, NY, EUA), placas de cultivo 24 y 96 pocillos (Thermo Scientific
Rochester, NY, EUA).

Insumos

Buffer de fosfato (PBS, Ph 7.4), medio de cultivo MEM (del Inglés Minimun Essential Medium
Eagle, Sigma-Aldrich, ST. Missuri, USA ) suplementado con 20% de suero fetal bovino estéril (FBS,
Gibco®), 1% de antibidtico (10,000 Ul/mL de penicilina G y 10,000 mg/mL de estreptomicina, Sigma-
Aldrich) y 1% de glutamina (Glutamax, Gibco®). gelatina tipo A (Sigma-Aldrich, dimetilsulféxido
(DMSO, karal, Guanajuato, México), circuma (Golden Plant’s, Estado de México, México), tripsina
(Sigma-Aldrich), MTT “0.2 mg/mL,” bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio], kit de
ELISA (Enzo Life Sciences New York, USA), interleucina 1 beta (IL-18) (Novus Biologicals, LL,
Briarwood, USA).
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Implicaciones éticas

Respecto a los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos y de acuerdo con los principios
de la declaracion de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial y vertidos en el reglamento de la ley
general de salud en materia de investigacién, se contd con el consentimiento de los pacientes para
la donacién de sus 6rganos dentarios.

Esta investigacion se encuentra en el esquema del Titulo segundo, capitulo 1, articulo 17, inciso II:
Investigacion con riesgo minimo: Estudios prospectivos que emplean el riesgo de datos a través de
procedimientos comunes en examenes, dientes deciduos y dientes permanentes extraidos por
indicacion terapéutica, protesis dental y cuyos datos seran vertidos en los formatos especificos. Por
tratarse de una investigacion con riesgo minimo y de acuerdo con el articulo 23 del Capitulo I, donde
se menciona que, en el caso de investigaciones con riesgo minimo, la comision de ética, por razones
justificadas, podra autorizar que el consentimiento informado se obtenga sin formularse por escrito
y tratdndose de investigaciones sin riesgo, podrd dispensar al investigador la obtencion del

consentimiento informado.
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Desarrollo de la metodologia

Sintesis de hidrogel a base de gelatina tipo A cargado de circuma en

polvo

Para obtener una solucién de gelatina al 10 % en peso utilizamos 50 mL de agua desionizada
estéril en un vaso de precipitado de 50 mL (en total utilizamos 40 mL de agua desionizada
estéril porque se tomara en cuenta 4 grupos), este vaso se coloca en una plancha de
calentamiento con agitacion a 80° C. Mientras el agua se calienta, en vasos de precipitado
previamente rotulados con la cantidad de curcuma que se utiliza (grupo control, 1.5 mg
carcuma, 3.1 mg clrcuma y 12.5 mg curcuma) (Golden Plant’s, Estado de México, México) se
agrego la cantidad de clrcuma ya establecida después pesamos 2 g de gelatina tipo A (Sigma-
Aldrich) los cuales colocamos en vasos de precipitado previamente rotulados (en total utilizamos 8 g
de gelatina tipo A). Cuando el agua desionizada estéril alcanzo los 60 ° C de temperatura se tomaron
10 mL para agregarlos a los vasos de precipitado que ya contenian la gelatina tipo A y la carcuma,
se mantuvieron en agitacion hasta obtener una mezcla homogénea. Ya obtenida nuestra mezcla, se
tomaron 6 mL de cada muestra, las cuales se colocaron en cajas Petri, se dejaron enfriar a
temperatura ambiente. Posterior a esto, con ayuda de una perforadora se obtuvieron todas las
muestras posibles de cada uno de los 4 grupos de hidrogel. Se colocaron en las mismas cajas de

Petri y se almacenaron en refrigeracion.

Sintesis de hidrogel a base de gelatina tipo A cargado de stock de

circuma

Como primer paso se obtuvo un stock, donde se disolvié la circuma en dimetilsulféxido (250 mg/10
mL) en un matraz aforado de 25 mL, después de filtré con ayuda de papel filtro y se reservo.
Colocamos 70 mL de agua desionazada estéril en un vaso de precipitado, el cual se calenté a una
temperatura de 60 ° C. Mientras el agua se calienta, en vasos de precipitado previamente rotulados
con las cantidades de stock de cudrcuma a utilizar (grupo control, 5 mL, 4 mL, 3 mL, 2 mLy 1 mL)
agregamos 2 g de gelatina tipo A a cada vaso, se agregaron 10 mL de agua desionizada estéril, se
colocaron en la plancha de calentamiento manteniendo agitacién constante, al obtener una mezcla
homogénea se agrego el stock de circuma manteniendo en agitacién, posterior a esto se tomaron 6
mL de cada muestra, los cuales se colocaron en cajas de Petri, se dejaron enfriar a temperatura
ambiente y cuando ya tenian consistencia firma se llevaron al refrigerador para que mantuvieran su
consistencia. Con ayuda de una perforadora se obtuvieron muestras de cada grupo y se colocaron

en las mismas cajas de Petri.
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Degradacion enzimética e hidrolitica del hidrogel

Las pruebas de degradacion se llevaron a cabo colocando una muestra de cada hidrogel en tubos
de eppendorf tanto en tripsina al 0.005% (1 mL, Gibco®) y PBS (1mL), respectivamente, se
mantuvieron en agitacion constate en un tiempo de 20-45 min a 50 rpm y 37°C. Se tomo el
sobrenadante y se analiz6 en espectrofotdmetro (Thermo Sientific®, Finlandia) a una longitud de

onda 390 nm.

Cultivo celular

Se utilizaron fibroblastos gingivales humanos (HGF, del inglés Human Gingival Fibroblast) obtenidos
de un cultivo celular primario. Durante una cirugia de tercer molar, se obtuvo una biopsia de tejido
gingival de un paciente de 21 afios, quien firmd, previamente, su consentimiento informado, el
protocolo fue avalado por el comité interno de bioética de la Escuela Nacional de Estudios Superiores
(ENES), Unidad Ledén (UNAM) con el numero de registro CE_16/004_SN. Todo el procedimiento se
realizé dentro del banco de flujo laminar (Lumistell®, Celaya Gto, México) y consistié en realizar
explantes, aproximadamente 1x1 mm, con una hoja de bisturi N° 20 sobre un portaobjetos de vidrio
estéril. Los explantes fueron inoculados en placas de cultivo estériles de 10 cm (Thermo Fisher
Scientific, Rochester, NY, EE. UU.) y cultivados con medio de cultivo MEM (del Inglés Minimun
Essential Medium Eagle) suplementado con 20 % de suero fetal bovino estéril (FBS, Gibco®), 1 %
de antibidtico (10,000 UI/mL de penicilina G y 10,000 mg/mL de estreptomicina, Sigma-Aldrich) y 1
% de glutamina (Glutamax, Gibco®). Los platos fueron incubados a 37 °C con 5 % de CO2y 95 %
humedad relativa (Binder, Tuttlingen, Alemania) durante 3 semanas hasta que se obtuvo una
monocapa celular del 80 %. El medio de cultivo fue sustituido cada tercer dia después de la primera
semana. Los subcultivos celulares se realizaron lavando tres veces con solucion buffer de fosfato
(PBS, 5 mL) y se afiadié 1 mL de tripsina, EDTA-2Na al 0,05 % (Sigma-Aldrich) y se incub6 durante

5 min a 37° C y se realiz6 el pase celular a un nuevo plato de cultivo

Ensayo de proliferacion celular

Los hidrogeles fueron esterilizados por irradiacién ultravioleta (Tipo UV-C, Germicidal T8, General
Electric, Massachusetts, EUA) a una longitud de onda de 253.7 nm (52 pyW/cm?) durante 20 min. Los
ensayos se realizaron por contacto directo, donde, los HGF fueron inoculados a una densidad
promedio de 25x10* cél/mL sobre los hidrogeles a diferentes concentraciones, mientras que el
contacto indirecto consistio en agitar los hidrogeles en medio de cultivo MEM durante 24 h a 37°C a
50 rpm, el sobrenadante resultante fue inoculado en conjunto con los HGF en platos de cultivo de 96
pocillos. Las muestras de contacto directo e indirecto fueron incubados a 37°C con 5 % de CO2y 95
% humedad relativa durante 24, 48, 72 y 96 h. Posterior a dicho periodo, el nimero relativo de células
viables se determiné mediante el método MTT [“0.2 mg/mL,”- bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -
2,5-difeniltetrazolio]. El formazan fue disuelto con dimetilsulfoxido y analizado en un lector de

microplaca (MultiSkan Go, Thermo Scientific Fisher, Finlandia) a una longitud de onda de 570 nm.
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Efecto antiinflamatorio (Expresion de PGE>)
Para la deteccion de PGE: se utilizdé un kit de ELISA (Enzo Life Sciences New York, USA). La
inoculacién de las células se realizé6 como se reportd anteriormente por contacto directo sobre los
hidrogeles. El contacto de HGF se realizé durante 24 h, se utilizé la interleucina 1 beta (IL-1B) (Novus
Biologicals, LL, Briarwood, USA) para inducir un estado pro-inflamatorio (3 ng/mL) previo a la
inoculacién de los HGF durante 3 h como control positivo y las células sin exposicion a hidrogeles ni
a la IL-1P se utilizaron como control negativo. Los sobrenadantes de las muestras fueron colectados
para evaluar la cantidad producida de PGE: y se sigui6 el protocolo descrito por el fabricante para la
ejecuciéon del ensayo. La expresion de la proteina PGE: fue determinada a 405 nm en el

espectrofotometro de microplaca.

Susceptibilidad antimicrobiana y antifungica

Difusidn en agar

Para evaluar la actividad antimicrobiana y antifingica de los hidrogeles con cudrcuma se utilizé

S. aureus y C. albicans.

Primero se hizo agar Mueller Hinton (Becton Dickinson de México, Cuamatla, Cuatitlan Izcalli, Estado
de México, México) para cultivo bacteriano y agar Sabouraud Dextrose (Oxoid™, United Kingdom)
para cultivo fingico. Se colocaron 20 mL de cada agar en cajas de petri de 10 cm para obtener cultivo
joven de S. aureus y C. albicans.

En tubos de ensayo de vidrio se colocaron 10 mL de cloruro de sodio al 0.08 % y se colocaron de 3
a 5 colonias de S. aureus y C. albicans en su respectivo tubo, los tubos se colocaron en vortex
durante 10 segundos, luego se llevé al densitdbmetro, el cual marcé una densidad de 0.5 en escala
MC Farland.

A los platos con agar Mueller Hinton (Becton Dickinson de México, Cuamatla, Cuatitlan Izcalli, Estado
de México, México) y Sabouraud Dextrose (Oxoid™) se colocaron 200 pL de bacteria tomados de
cada tubo de ensayo.

En un plato con agar Mueller Hinton (Becton Dickinson de México, Cuamatla, Cuatitlan Izcalli, Estado
de México, México) y Sabouraud Dextrose (Oxoid™) se colocd una muestra de hidrogel de cada
grupo (control, 1.5, 3.1y 12.5 mg de circuma) respectivamente. En otro plato se colocaron discos
de papel filtro con diluciones de curcuma de los grupos ya mencionados, clorhexidina (control
positivo) para S.aureus y anfotericina B para C. albicans y agua desionizada como grupos control e
incubados por 24 horas.

El efecto antimicrobiano y antifingico se evalué midiendo el diametro de las zonas de inhibicién

producido por los hidrogeles.

Microdilucion

Se hizo agar Mueller Hinton (Becton Dickinson de México, Cuamatla, Cuatitlan lzcalli, Estado de

México, México) para cultivo bacteriano y agar Dextrosa Sabouraud (Oxoid™, United Kingdom) para
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cultivo flngico. Se colocaron 20 mL de cada agar en cajas de petri de 10 cm para obtener cultivo
joven de S. aureus y C. albicans.

Se elaboraron 300 mL de caldo de agar Mueller Hinton Broth y 300 mL de caldo de agar Dextrosa
Sabouraud Después se colocaron 15 mL de medio MHB y SDB en tubos falcdn de 50 ml agregando
de 5 a6 colonias de S. aureus y C. albicans del cultivo joven, respectivamente. Se dejan en agitacién
constante durante la noche, posterior a esto en un tubo de ensayo de cristal se colocaron 7 mL de
medio MHB y en otro tubo medio SDB, verificando que en el densitémetro nos marcara 0, luego se
agregaron aproximadamente 780 L de la bacteria que se obtuvo de la agitacion, se ajusto su
densidad a 0.5 MC Farland. Para obtener la concentracion de trabajo, en otro tubo falcon de 50 mL
colocamos 30 mL de medio MHB y SDB agregamos 30 pL de la bacteria previamente ajustada.
Previamente se realizé un stock compuesto por 750 gr de circuma y 30 mL de dimetilsulféxido con
el cual se realizaron hidrogeles, en proporciones que se muestran en la figura 9, obteniendo una

mezcla homogénea.

Proporciones de stock de ctircuma e hidrogel
Stock (mL) Gelatina tipo A (mL) Agua (mL)
5 5 0
4 5 1
3 5 2
2 5 3
1 5 4
0 6 0

Figura. 9. Proporciones de stock, geltian tipo A 'y agua que se utilizaron para elaborar los hidrogeles.

Se tomaron 6 mL de cada mezcla y se colocé en cajas de Petri y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente. Se obtuvieron muestras de 5 mm de cada mezcla.

En una placa de 96 pocillos colocamos muestras de los hidrogeles en sus distintas concentraciones
(control, 5, 4, 3, 2,1 mL), se agregaron 100 pL de bacteria en cada pocillo. Se colocaron controles
positivos y negativos, cada dilucién fue probada con 100 pL de la solucién de trabajo,
respectivamente, triplicando el proceso. Se dejaron en incubadora durante 24 h.

Pasando este tiempo, se llevé a cabo la medicion de la absorbancia en espectrofotémetro a una

longitud de onda de 570 nm para S. aureus y 625 nm para C. albicans.

Conteo de colonias

Se realizaron diluciones seriadas de cada grupo, colocando 900 pL de medio MHB y SDB en tubos
de eppendorf. Se toman 100 uL de cada tubo. Se dejan en agitacion constante toda la noche a 50
rpmy 37° C. En cajas de agar MH Y SD de 60x15 mm se colocaron 15 pL de cada dilucion y se

esparcio sobre el agar. Se dejaron en incubacion 24 h y se realizé conteo de colonias.
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Analisis estadistico y representacion de datos

El ensayo se realizé por triplicado de tres experimentos independientes (n=9). Se calcularon
porcentajes, promedio y desviacién estandar. Los datos obtenidos fueron analizados con
pruebas de normalidad Shapiro-Wilks y pruebas de ANOVA post hoc de Turkey en el paquete
estadistico SPSS (Statistical Packegen for Social Science, Chicago, IL, EUA)

La significancia estadistica fue fijada con un valor de p<0.05. Los datos fueron representados

con graficas de poligonos de frecuencias.
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CAPITULO 4
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Resultados

Degradacién del hidrogel

El hidrogel a base clrcuma tuvo como tiempo de degradacion a las pruebas sometidas tanto
en tripsina como en un medio de PBS de 30 y 45 min, respectivamente, hasta su degradacion
total respectivamente. En la degradacion enzimatica se pierde el 100 % de peso del hidrogel,
mientras que en la hidrolitica se pierde el 90 %. La figura 10 A y B muestra los resultados de

degradacion.

Degradacién hidrolitica

Absorbancia

v l v ' L] l L] l v

—a— Gelatina
—e—1.5mg
—4&— 3.1 mg
—v— 12.5mg

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tiempo (min)

Figura.10-A. Degradacion hidrolitica en medio de PBS.

41

65



Absorbancia

Degradacion enzimatica

0.22 -
0.20-.
0.18-.
0.16-.
0.14-.
0.12-
0.10-
0.08-.
0.06-.

0.04

—a— Gelatina
—o— 1.5 mg
—&— 3.1 mg
—v—12.5mg

I
-5 0 5 10 15

I
20

25 30 35 4
Tiempo (min)

Figura.10-B. Degradacion enzimatica en medio de tripsina.

Proliferacién celular

La viabilidad celular de HGF a 24, 48, 72 y 96 h se observé una ligera reduccion en la
proliferacion celular de forma dosis dependiente como lo muestra la figura 11 A, By C (p<0.05)
independientemente del método directo o indirecto, sin importar en que presentacion se

encuentre la clrcuma, no se mostrd alteracion por la presencia de los hidrogeles a base de
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curcuma determinados como no citotoxicos (87.03+1.16%) independientemente de la dosis de

clrcuma con base a la norma ISO 10993-5:2009.

Actividad proliferativa celular con curcuma en polvo

120 -
100
=)
T 804
=
(O}
(&]
'8 60
2 ]
._caﬁ
> P —@— Gelatina
—&— 1.5 mg
—w—3.1mg
20 —— 12.5 mg
0 | I | | |
0 24 48 72 96

Tiempo (h)

Figura. 11-A. Actividad proliferativa celular ensayo directo con cdrcuma en polvo

43



Actividad proliferativa celular con curcuma
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Figura. 11-B. Actividad proliferativa celular ensayo directo con circuma liquida
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Actividad proliferativa celular con curcuma en polvo
Ensayo indirecto
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Figura.11-C. Actividad proliferativa celular ensayo indirecto con curcuma en polvo.
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Efecto antiinflamatorio

La figura 12 muestra la expresion de PGE: dentro de la cual se observé una significativa
reduccion de la deteccion de la proteina de forma dosis dependiente (p<0.05), siendo el grupo

con mayor dosis de cdrcuma con el mejor efecto antiinflamatorio.

Actividad antiinflamatoria

PGE , (ng/mL)

o o o o o o

w EiN (@) ] (o)] ~l (o]

[ o | | | ) )
[

o
[N
1

—a— |nflamados
—eo— Sin inflamar

o
—
1

o
o

I 1
Gelatina 1.5mg 3.1mg 12.5 mg

Grupos de hidrogeles

]
control

Figura.12. Actividad antiinflamatoria que producen los hidrogeles en células inducidas a

inflamacion.

46



Susceptibilidad antibacteriana y antifiungica

En el ensayo de difusién en agar para S. aureus se observé un halo de inhibicién, cuya
longitud fue de 0.24 cm. Mientras que para C. albicans no se observé ningin cambi6é como se

puede apreciar en las figuras 13 Ay 13 B.

Gelatina

TIoME 31mg

: Agua
P 5 desionizada

Figura.13-A. Difusion en agar S. aureus en presencia de hidrogeles con curcuma en distintas
concentraciones

Figura.13-B. Difusion en agar de C. albicans en presencia de hidrogeles con curcuma en distintas
concentraciones

Con el ensayo de microdilucion y conteo de colonias se observé que, si existe un efecto bactericida

de los hidrogeles contra S. aureus de manera dosis dependiente, respecto a nuestro grupo control
que solo es gelatina, como lo muestra la figura 14.
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Control positivo 1:1000
S. aureus

1 ml de curcuma
o

2 mL de circuma
{113

3 ml de circuma

E

4 ml circuma
=

5 mlL circuma

Control positivo 1:1000
S. gureus

Gelatina

Stock

Figura.14. Conteo de colonias S. aureus. Dilucién 1:1000
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En la figura 15 también se observa que los hidrogeles con circuma son antifingicos contra C.
albicans de manera dosis dependientes.

Control positivo 1:1000

X 1 ml de circuma 2 ml de circuma 3 mL de ciircuma 4 mL de curcuma 5 ml de clircuma
C. albicans e - - et

=

Control positivo 1:1000

’ Gelatina Stock
C. albicnas
SODOOOOONNNL

Figura.15. Conteo de colonias C. albicans. Dilucion 1:1000
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Discusion

En el presente estudio se evalud la bioactividad de un hidrogel hecho a base de gelatina tipo A
cargado con curcuma, no existe suficiente evidencia cientifica sobre un hidrogel con las

caracteristicas que se manejaron en este estudio.

Una de las caracteristicas de la cGrcuma es su baja solubilidad en agua, por lo que después de
revisar la literatura se decidi6 realizar dos tipos de hidrogeles, uno con circuma en polvo y otro con
un stock de clurcuma utilizando DMSO como solvente, debido a las propiedades terapéuticas de
posee.

Respecto al tiempo de degradacion que obtuvimos es inferior al que ofrecen otros materiales
utilizados como vehiculo para la administracién de farmacos, como lo mencionan Cid y col., en un
estudio in vitro realizado con hidrogeles de quitosan, en el cual demostraron que la degradacion
enziméatica es aproximadamente de 3 h y su retencion es debido a la mucoadhesividad del polimero.
En cuanto al tiempo de degradacion de la cdrcuma, Wang y col. encontraron que el 90% de la
curcuma se degrada en 30 min en un medio de PBS, siendo mas estable en un medio de cultivo
celular, donde en 1h se degradara menos del 20 % y transcurridas 8 h sera aproximadamente un 50
%.37 Esto puede representar una limitacién para el uso terapéutico de cUrcuma porque se necesita

que el tiempo de biodisponibilidad sea al menos de 48 h para lograr obtener un efecto.

Karen y Col., mencionan en su estudio, que la circuma en cultivos orales con HGF mostré una
citotoxicidad moderada con efecto antiinflamatorio, en un modelo de gingivitis humana.®

De acuerdo a nuestro ensayo de proliferacion celular, se encontré coincidencia en que las células
HGF no se ven afectadas ante la presencia del hidrogel con cUrcuma, lo que demuestra que no son
citotéxicos en ninguna de las dosis evaluadas.

Wolfgang W.Q en 2008, en un ensayo con células HelLa observé que no hubo diferencia para inhibir
la proliferacién celular al usar cdrcuma en polvo o disuelta en DMSO,%° lo que coincide con este
estudio que no se observo una diferencia significativa al usar cualquiera de ambas presentaciones.
De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestros grupos controles, donde solo se usé gelatina tipo
A se observé que hubo proliferacion celular, esto nos indica que la gelatina tiene propiedades
favorecen a este proceso, convirtiéndolo en un excelente vehiculo para administracion de la

clrcuma.

En 1974 J. Lutomski y col. en su estudio in vitro demostraron que, a concentraciones bajas, tanto de
polvo de cdrcuma como del extracto alcohdlico inhiben la mayoria de los microorganismos. Mun y
col. mostraron que las concentraciones inhibitorias minimas, pueden causar inhibicién del S. aureus.
En este estudio se coincide, porque los parametros de las dosis utilizadas son bajas sin importar en

qué estado se encuentre la cdrcuma.
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En otros estudios realizados se encontré que el extracto alcohdlico tuvo mejores resultados en la
inhibicion de S. aureus y C. albicans debido al proceso que se llevé a cabo para su obtencion,*® hay
gue tomar en cuenta que la circuma no se disuelve en agua, pero si en alcohol, lo que puede
potencializar sus propiedades, pero comprometiendo su efecto citotoxico.

En este caso, podemos observar que al usar DMSO se potencializd el efecto antibacteriano y

antifiingico de la carcuma.

La hipétesis planteada es aceptada ya que el hidrogel con clircuma reaccioné de manera
biocompatible sobre las células gingivales (HGF) independientemente de si la circuma se utiliza en
polvo o su extracto , también se observd que tiene un efecto antiinflamatorio importante a una dosis
de 12.5 mg de cUrcuma y antimicrobiano en una dosis de 1.5 mg de carcuma en polvo, sin embargo,
no se observo un efecto antifingico utilizandose en polvo y esto puede deberse a que las dosis que
se manejaron son muy bajas para tratar C. albicans. Mientras que al utilizarse el stock encontramos
que, a dosis de 2-5 mL son mas efectivas como antimicrobiano y antifangico.

En el presente estudio, hubo algunas limitaciones debido a que se desconoce con exactitud la dosis
en que la circuma es efectiva para el propdésito planteado, ademas, tampoco se encontraron reportes
acerca de hidrogeles hechos a base de gelatina tipo A, la mayoria estan hechos a partir de otros
polimeros como el quitosan.

En este tenor de ideas, seria interesante hacer un hidrogel que este reforzado con algun otro
polimero para alargar el tiempo de degradacién y mejorar sus propiedades para su adherencia.
Todo esto con la finalidad de crear un hidrogel con carcuma que pueda ser usado como apésito

postquirargico y que las propiedades de la circuma sean aprovechadas al maximo.

Desde un punto de vista clinico podemos agregar que el uso de compuestos naturales es benéfico
debido al bajo costo de los insumos, los efectos adversos son limitados y se les considera altamente
eficaces. Ayudando a disminuir el consumo de medicamentos administrados por via oral.

Las potenciales aplicaciones de productos naturales en area de odontologia podrian ser como
analgésico, antiinflamatorio, antiséptico, convirtiéndose en grandes coadyuvantes, ayudando a

mejorar la salud oral de nuestros pacientes.
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Conclusiones

Del presente estudio podemos concluir que:

El protocolo que se siguid para realizar este hidrogel con carcuma experimental fue satisfactorio
porque se encontré que la formulacion no es citotéxica para las células gingivales (HGF)
independientemente de la dosis y de la presentacion, por lo tanto, el hidrogel tiene alto grado
de biocompatibilidad.

La degradacién de los hidrogeles a base de circuma en promedio es transcurridos 40 min, sin
embargo, este tiempo es muy corto para su uso como apésito postquirdrgico. Para futuras
investigaciones se sugiere que a esta formula se le agregue otro polimero el cual ayude a
retardar el tiempo de degradacion ademas de que se pueda mejorar sus propiedades
mecénicas.

En cuanto a su efecto antiinflamatorio se obtuvo un buen resultado, observandose que la
respuesta es dosis dependiente, por lo tanto, el grupo de 12.5 mg de clrcuma es el que brinda
mejor efecto respecto a los otros grupos.

El efecto antimicrobiano contra S.aureus lo encontramos a una dosis de 1.5 mg en polvo y a
partir de 2 mL en liquido.

El ensayo de difusién en agar se llevo acabo para identificar si existia efecto antifiUngico de los
hidrogeles con curcuma contra C. albicans, en el cual se pudo observar que no existian zonas
de inhibicién en ninguna de las dosis utilizadas, mientras que al usarse en forma liquida hubo
efecto a partir de los 2 mL.

Se logro obtener un hidrogel a base circuma que para ser un ensayo experimental tuvo buenos
resultados en los experimentos in vitro, esto nos indica que este hidrogel puede contribuir a la
cicatrizacién de heridas, a desinflamar y prevenir infecciones posteriores a un proceso

quirdrgico.
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ANexos

Sintesis de hidrogel a base de gelatina tipo A cargado con ctircuma en polvo

——

——

Agua g:fg:"l‘izada Gelatinatipp A Curcuma en polvo

K’ "’h\ﬁ

@

Tomar 6 mL de Obtener muestras
muestra de 5mm
1.5mg,3.1mg, 12.5 Calentar con
mg de curcuma agitacion a 80°C
2 gr de gelatina tipo hasta obtener una
A mezcla homogenea

Sintesis de hidrogel a base de gelatina tipo A cargado con ctircuma liquida

S ———

Agua g:féi?ﬂ“zada Gelatinatipp A Curcuma en polvo DMSO

0

Obtener muestras
Calentar con Tomar 6 mL de de 5mm

agitacién a 60°C muestra
hasta obtener una
mezcla homogenea

1.5mg, 3.1 mg, 12.5 Se realiza stock de
mg de curcuma curcuma con DMSO
2 gr de gelatina tipo (250 gr/ 10 mL)
A
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Degradacién enzimatica e hidrolitica

@ 1 mL PBS con @ 1 mL tripsina con Agitacién @

hidrogel hidrogel constante de Se toma Lectura en
20-45mina 50 sobrenadante  espectofotometro
pmy37°C a 390 nm

Ensayo de proliferacién celular

. -J

felogore;

OOOOOC S2CCOS
-QOOCOCCOCCO0
QOOSACRIATCO0

’ Contacto directo: inoculacion
de HGF sobre los hidrogeles a

densidad promedio de 25x10* Se incubaron a 37°C con 5% de
CO:; y 95 % de humedad
relativa durante 24, 48,72y 96
h.

Esterilizacién de
los hidrogeles por
unadlacmn uv20 @

. 3 OOO

S G(‘O’\OOO
O GOOLOO0
’ QOO
. elslulolslviolelv]
{CE0000000000

G20C00000000

Inoculacion de ded
Contacto Indirecto: los soorenadants sobre los HGF
nigrogeles se colocan en
S e Determinar viabilidad celular mediante ensayo de MTT
37°Cas0mpm 0.2 mg/mL Y lectura en espectofotometro a LO de 570
nm
o000
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Efecto antiinflamatorio (Expresién de PGE;)

Induccion de HGF a estado Inocilacion de de células HGF @
pro-inflamatorio con sobre los hidrogeles por Se utilizd kit de ELISA
interleucing 1 beta

siguiendo las
Iinstrucciones del
fabricante

contacto directo

®

e '

Andlisis con espectofotometro a 450 nm

Susceptibilidad antimicrobiana y antiflingica
Difusién en agar

Ajuste de bacterlaa 0.5 Inoculacion de 200 pL de Colocar una muestra de
Cultivo joven de C. albicans y escala Mc Farland C. albicans y S. aureus cada grupo de hidrogel
S. aureus en sus respectivos
agares

: Incubar por 24 h @ Medir diiametro de

Se colocaron discos de papel filtro con zonas de inhibicion
diluciones producido por llos
de ctrcuma 12.5-1.5 mg y como hidrogeles
grupos control agua desionizada,
anfotericina B y clorhexidina.
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Susceptibilidad antimicrobiana y antiftingica
(Microdilucion)

®

Cultivo joven de C. albicans y Agar Mueller Hinton S::e?d'eeg"o";‘“:g“:? a’gov'e‘" A,L:ess‘za?: l?llacc:-':rrliaa: dO' 5
S. aureus agar
Brothsyama[i’%xtrosa cons(a?te durante toda
a noche

®

0008000006000

@ +000000C0CR00

@ Diluciones seriadas 7 @ =
se tomaron 100 pL los

Conteo de
Se colocaron los hidrogeles Incubar por 24 h cuales estuvieron en Se inocularon 15 pL colonias
de cada grupo y se agitancion constante sobre el agar y se
Inocularon 100 pL C. albicans durante la noche incuban 24 h
y S. aureus
o000
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