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Resumen

La caries dental es una enfermedad multifactorial, promovida por las
interacciones dindmicas entre los microorganismos cariogénicos y comensales
dentro de la biopelicula dental. La caries dental depende de los productos del
metabolismo de los carbohidratos que utilizan dichos microorganismos. Dentro
de los microorganismos que constituyen la biopelicula dental, Streptococcus
mutans es uno de los principales patdgenos en el inicio y desarrollo de la caries
dental, especialmente durante la nifiez, sin embargo, no es necesaria Su

presencia para el inicio de la misma.

Actualmente, no existe un tratamiento eficaz para inhibir el crecimiento de
Streptococcus mutans. Sin embargo, para controlar la infeccion causada por el
microorganismo se utilizan dos métodos a saber: El primero, es la prevenciéon
mediante una apropiada higiene oral. El segundo, es la medicacion (una vez
establecida una infeccion por dicha bacteria) mediante la prescripcion de
antibidticos para pacientes comprometidos sistémicamente.? Una de las
consecuencias del uso indiscriminado de antibidticos es que las bacterias

adquieren resistencia a los mismos.

En la busqueda de compuestos naturales con propiedades antibacterianas
encontramos a Curcuma longa, conocida como curcuma o turmérico. La
curcuma tiene un origen en la India y posee amplias actividades biol6égicas como
antioxidante, antibacteriana, antiinflamatoria y anticancerigena, propiedades que

se atribuyen a la curcumina, que es el principal metabolito secundario activo.

La curcumina es un compuesto de una cadena heptanoide dentro de un grupo
B- dicetona y dos grupos fendlicos en los sustituyentes aromaticos. El grupo B-
dicetona es responsable de quelatar diferentes iones metalicos que conducen a
la formacion de complejos metalicos en esta molécula. La curcumina y sus
complejos metélicos llamados curcuminoides ejercen diferentes propiedades

biol6gicas como antiinflamatorios, antioxidantes y antitumorales. Los complejos



metalicos curcuminoides suelen mostrar mejores solubilidades en medios
acuosos, asi como mayor biodisponibilidad y actividad biolégica que la
curcumina. En este trabajo evaluamos si tres nuevos complejos metalicos
derivados de curcuminoides fueron capaces de modificar el crecimiento de
Streptococcus mutans. Ninguno de los derivados inhibié la capacidad de
crecimiento del microorganismo en las condiciones que se evaluaron. En
conclusion, los complejos metalicos de curcuminoides no poseen actividad

anticariogénica sobre Streptococcus mutans.



Capitulo |
La caries dental

1.1 Definicion, incidencia, prevalencia y caracteristicas.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la caries dental es el
resultado de la formacion de biopelicula dental y la acumulacion de los productos
del metabolismo bacteriano proveniente de los azlcares libres, contenidos en
los alimentos y las bebidas.® La caries dental es una enfermedad oral muy
comun. Datos de la OMS estiman que, en 2022, 514 millones de nifios
padecieron caries en denticion decidua, y 2 billones de adultos sufrieron de

caries en su denticién permanente.?

Incluso, en algunos estudios que relacionan el indice de masa corporal con la
caries se encontré6 que el promedio de caries se eleva en individuos con
sobrepeso y obesidad.* Este dato indica que posiblemente la falta de habitos
saludables provoca una deficiente salud, lo que imposibilita la higiene dental para

prevenir la caries.

La cavidad oral posee un ecosistema formado por una gran cantidad de
microorganismos residentes y transitorios. Las funciones de estos
microorganismos varian de acuerdo al tiempo que éstos hayan estado presentes
en la cavidad oral. Los microorganismos establecen comunidades bien
organizadas en una estructura denominada biopelicula dental (también
denominada placa dentobacteriana o biopelicula bacteriana). La biopelicula
dental se establece desde la infancia temprana y se sabe que proviene
principalmente de la madre o la persona con la que mas contacto se tiene
durante este periodo de vida.> Cada especie de microorganismos presenta
diversas caracteristicas que pueden promover el desarrollo de padecimientos
como la halitosis, la enfermedad periodontal y la caries dental, entre otras (Figura
1).°



Figura 1. llustracion de presencia de microorganismos en la cavidad oral.
Fuente: Propia

En 1890, Miller propuso la primera teoria que brind6 una explicacion a la caries.
En ella, describe que los microorganismos presentes en cavidad oral forman una
biopelicula dental estableciendo un sistema ecolégico heterogéneo que
constituye la microbiota oral. La homeostasis de la microbiota oral determina la
salud oral. Sin embargo, cuando esta homeostasis se pierde se presentan
enfermedades como la caries®. La caries dental es causada por la presencia de
bacterias especificas en la cavidad oral. Entre ellas se encuentra Streptococcus
mutans, un microorganismo Gram positivo que coloniza la superficie dental y
desempeiia un papel clave en la formacion de la biopelicula dental. La
biopelicula presente en la caries esta compuesta por polimeros extracelulares’
y un ecosistema complejo de bacterias Gram positivas como Streptococcus mitis
y Streptococcus mutans, asi como de otras especies productoras de acido, tales
como: Veillonella, Scardovia, Lactobacillus y Propionibacterium. Los productos
del metabolismo de estas bacterias generan un medio cariogénico propicio para
la colonizacion de mas bacterias. Caufield y colaboradores en 1993 estudiaron
la biopelicula dental de 46 infantes en donde determinaron que la “ventana de
infectividad”, es decir, el primer contacto con bacterias como Streptococcus
mutans, ocurre a los 26 meses de nacidos, en la mayoria de los nifios,
comenzando con la proliferacion de bacterias comensales que fungen como

colonizadores primarios.®

Ademas, otro de los factores predisponentes a la caries en infantes es el tipo

de parto en que nacieron y se ha comprobado que los bebés nacidos por cesarea
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estan expuestos a una microbiota bacteriana menor que los que nacen por parto
natural. Los nacidos en parto natural son expuestos a la microbiota vaginal en

donde adquieren S. mutans y otras bacterias de la microbiota de la madre.®

1.2 Papel de Streptococcus mutans en la formacién de la caries dental.

A pesar de que S. mutans se encuentra en la biopelicula dental desde una edad
temprana y que multiples cepas de esta bacteria tienen una relacion con la
caries, este microorganismo no es indispensable para el desarrollo de caries.®
Debido a que varias bacterias que se encuentran en la biopelicula dental poseen
un metabolismo basado en productos de la fermentacion como &cidos organicos,
el resultado de dichos productos es la desmineralizacion de la superficie dental,
afectando y disolviendo la hidroxiapatita del esmalte dental. Cuando el esmalte
es destruido, comienza el proceso infeccioso conocido propiamente como
caries.® Aunque S. mutans genera acido como producto de su metabolismo, es
una bacteria acido-resistente ya que sintetiza polimeros extracelulares que lo

protegen del acido y que le confieren su gran potencial cariogénico (Figura 2).
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Figura 2. Actividad cariogénica de S. mutans.
GTF: Glucosiltransferasa, GBP: Proteina de unién a glicidos. Fuente: Propia



1.3 Importancia de encontrar alternativas terapéuticas para el tratamiento
de la caries dental.

Dado que la caries es una enfermedad infecciosa comun y el tratamiento
odontolégico no es accesible para toda la poblacién, la caries constituye un
problema de salud publica con un alto indice de prevalencia y con consecuencias
negativas en la calidad de vida en individuos de distintas edades que la

padecen.t?

A pesar de la prevalencia de la caries en la poblacion mundial, el tratamiento a
seguir varia de acuerdo con la opiniébn y experiencia del odontélogo (al
determinar si una caries esta activa o no). El odontdlogo debe ensefiar al
paciente la correcta técnica de cepillado y debe insistir en la importancia de su
higiene oral.® Los tratamientos para la caries pueden clasificarse en tratamientos

preventivos, invasivos y no invasivos (Tabla 1).1?

Los tratamientos preventivos de la caries son considerados mediante una
correcta técnica de cepillado, la aplicacién de flaor y la aplicacion de selladores
de fosetas y fisuras. Una adecuada técnica de cepillado impedira la proliferacion
de microorganismos que provocan la caries. El fldor es un elemento
electronegativo capaz de inhibir el proceso carioso al disminuir la producciéon de
acido por parte de microorganismos fermentadores, influye en diversas enzimas
involucradas en los procesos metabdlicos de las bacterias, dificultando su
capacidad para obtener energia y generar productos. Algunas de las enzimas
gue se ven afectadas por los fluoruros son: enolasa, fosfoglucomutasa,
fosfatasa, catalasa, peroxidasa y hexocinasa. Ademas en bajas
concentraciones, los fluoruros promueven la incorporacién de iones de calcio y
fosfato en la superficie dental, que son agregados durante el proceso de
mineralizacion, reduciendo de esta manera la desmineralizacién y promoviendo
la remineralizacion, pues el esmalte resultante contiene fluoruro, por lo que se le
denomina fluorapatita, que posee una dureza superior y es menos soluble en

acido. Por otra parte, la aplicacion de selladores de fosetas y fisuras al ser
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colocado en los surcos evitan y previenen la caries, ya que los selladores estan
compuestos ya sea de bisfenol glicidil metacrilato (Bis-GMA) que brindan una
proteccién al desgaste y/o de iondmero de vidrio, que posee una liberacién de

fluoruro promoviendo la mineralizacion como se ha indicado anteriormente.

Tabla 1. Tratamientos para caries

Tratamiento Invasivos Caracteristicas

Resinas, amalgamas y/o | En estos casos, son necesarias las
incrustaciones preparaciones de la cavidad para restaurar los
organos dentarios.

Los pacientes ante la percepcion de dolor y la
ansiedad y miedo que les generar, promueve un
condicionamiento aversivo ante las visitas al
odontélogo'? lo que vuelve atiin mas complicado

el poder mantener una adecuada salud oral.

Tratamientos no invasivos

Remineralizacion Se realiza mediante la aplicacion de geles o
soluciones a base de calcio, fosfatos y/o xilitol en
la zona desmineralizada y que se observa como

una lesién incipiente.

Uso de agentes | Tienen la finalidad de detener la progresion de la
cariostaticos caries dental y disminuir la sensibilidad
dentinaria, empleando compuestos como el
nitrato de plata o el fluoruro estafioso. Sin
embargo, los cariostaticos suelen ser productos
toxicos ademas de producir pigmentaciones al

entrar en contacto con la mucosa oral*!

La busqueda de alternativas terapéuticas para el tratamiento de la caries dental

continda siendo un area de investigacion y es crucial para mejorar la efectividad,



seguridad, accesibilidad y enfoque preventivo de los tratamientos, contribuyendo
asi a la salud bucal global y al bienestar de las personas.



Capitulo I
Streptococcus mutans

2.1 Descripcion y caracteristicas de Streptococcus mutans.
Streptococcus mutans es un microorganismo que se describié por primera vez

en 1924 por J. Clarke. S. mutans fue aislado a partir de lesiones cariosas y su
nombre deriva de la forma ovalada que poseen, que era similar a formas
mutantes de estreptococos. No fue sino hasta 1950 cuando, S. mutans fue
descrito como uno de los principales microorganismos colonizadores durante la
formacion de la caries dental.

2.2 Taxonomia
Dominio: Bacteria

Reino: Bacteria

Phylum: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Lactobacillales

Familia: Streptococcaceae
Género: Streptococcus
Especie: Streptococcus mutans

2.3 Caracteristicas
S. mutans es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo, no movil y con

disposicion en cadena o colonias blancuzcas y de bordes bien definidos.
Metabolicamente es catalasa negativa, capaz de fermentar salicina, manitol,

lactosa y glucosa (Figura 3).
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Figura 3. Tincion de Gram para S. mutans

Fuente: Pycril, 1975. Public domain, disponible en: https://picryl.com/media/streptococcus-mutans-01-

de0972

2.4 Papel de Streptococcus mutans en la formacion de la biopelicula dental

S. mutans ha sido implicado como el principal agente causante de la caries
dental en humanos y una de sus propiedades de virulencia importantes es su
capacidad para formar biopeliculas.*®* Segln la hipétesis de la placa ecoldgica,
la caries dental es la consecuencia de cambios en el equilibrio natural de la
microbiota de la biopelicula dental, provocados por la alteracion de las
condiciones ambientales locales. Es decir, es consecuencia de la pérdida de la

homeostasis en la microbiana oral.

La formacion de la biopelicula dental y su sistema quorum sensing, un
mecanismo comprendido como comunicacion quimica, que implica producir,
detectar, y responder a estimulos por parte de las bacterias.'* Este sistema es
fundamental en la vida de S. mutans.*® La biopelicula puede desarrollarse a partir
de una célula planctoénica o de otra biopelicula, y su proceso de formacion sigue
un patron de colonizacion establecido llamado sucesion autdégena, en el que los

microorganismos inducen cambios fisicos y quimicos locales que, a su vez,
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modifican la biopelicula dental.

La formacion de una biopelicula tiene varias fases. La colonizacion de las
bacterias comienza con la formacién de una pelicula de proteinas salivales que
se denomina pelicula adquirida. Esta pelicula contiene albumina, glicoproteinas,
proteinas ricas en prolina, mucinas, etc. y se deposita en todas las superficies
orales incluyendo el esmalte dental. A esta pelicula se adhieren rapidamente
bacilos y cocos Gram positivos como Streptococcus sanguis, Streptococcus
oralis, Streptococcus mitis y Actinomyces viscosus, produciendo una
colonizacion primaria. Tras la adhesion y proliferacion de los colonizadores
primarios, la especie Fusobacterium nucleatum actia como puente de
coagregacion entre los colonizadores primarios y otras especies microbianas de

colonizaciéon secundaria y tardia.*®

Las fases de la formacion de la biopelicula dental son'® (Figura 4):

e Fase 1, adhesion: el transporte de la bacteria hasta la superficie
mediante el movimiento Browniano, por medio de la sedimentacién
bacteriana en el medio, a través de movimiento celular y/o mediante
coagregacion bacteriana. Se lleva a cabo una adhesion débil mediante
fuerzas de van der Waals a una distancia menor a 50 nm. Esta adhesion

es reversible.

Tras la adhesion inicial ya sea directa o mediante fimbrias, ocurre la
adhesion irreversible por interacciones covalentes. Para reforzar esta
adhesion, los microorganismos secretan una matriz organica de
exopolisacéaridos que brinda una mayor resistencia a las bacterias de ante

componentes humorales y celulares del sistema inmunoldgico.

e Fase 2, colonizacién: Una vez que los microorganismos estan
firmemente adheridos, comienza la reproduccion y posterior adhesiéon de
las nuevas especies, lo que significa que la biopelicula se ha desarrollado
por completo.
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eFase 3, maduracion: Tras alcanzar la madurez, algunos de los
microorganismos, ya sea de manera aislada o en conjunto, se desprenden

de la matriz para formar nuevas colonias.

4
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Figura 4. Fases de laformacién de la biopelicula dental. Fuente: Propia

2.5 Mecanismos de adhesion y colonizacion de Streptococcus mutans en
la superficie dental.
La glucosiltransferasa (GTF) y la fructosiltransferasa (FTF) son enzimas

responsables de la sintesis polisacaridos como el glucano y el fructano. Estos

polisacaridos facilitan la adhesion de la bacteria a la superficie dental.

La GTF sintetiza polimeros de a-glucano intracelular y extracelular. La GTF

utiliza la sacarosa como sustrato y tiene varias isoformas

a) GTF-S o D: Sintetiza dextrano, un polisacarido complejo y soluble.
b) GTF-I o B: Sintetiza glucano insoluble.

c) GTF-SI o C: Sintetiza ambos glucanos.

La capacidad de S. mutans para sintetizar estos compuestos, principalmente
los productos de GTF-1 y GTF-SI, generan mutano que es un compuesto con
mayor predominio de enlaces alfa, cuya viscosidad y aspecto fibrilar favorece la

adherencia y acumulacién de las bacterias en la biopelicula.
12



La habilidad de S. mutans para metabolizar una gran cantidad de carbohidratos
hace que el pH de la cavidad bucal disminuya, lo que conlleva a un ambiente
agreste para otras especies colonizadoras rivales y desemboca en la
desmineralizacion del érgano dentario. La capacidad de S. mutans para
sobrevivir en pH bajos hace que incremente la actividad de la F-ATPasa, que
transporta protones fuera de la célula en asociacion con la hidrdlisis de ATP,
manteniendo mas alcalino el pH en el medio intracelular que en el extracelular
(Figura 5).%7

La capacidad cariogénica de S. mutans se debe a tres factores?:

1) Su capacidad de sintetizar grandes cantidades de polimeros extracelulares de
glucano, a partir de sacarosa.
2) Su capacidad de metabolizar carbohidratos en acidos organicos (acidez).

3) Su capacidad de producir &cido en un medio con pH bajo (aciduricidad).

Sin embargo, diversos estudios han demostrado que el proceso infeccioso de

la caries puede iniciar sin que S. mutans se vea implicado.*6:7

En conjunto, la capacidad de S. mutans para adherirse, producir polisacaridos
extracelulares, proliferar y acidificar el entorno contribuye de manera significativa
a la formacién y patogénesis de la biopelicula dental. Entender estos procesos
es esencial para desarrollar estrategias terapéuticas dirigidas a prevenir la
adhesion y la actividad de S. mutans, lo que puede ayudar en la prevencion de

la caries.

13



Esmalte dental

P

&

Pelicula adquirida

l 4 @
. ‘
a

»

C

Acti; Iyces spp.
(v otros

icroorganismos)

Adherencia mediada

- =~
por glucano

Biopelicula

@ GTF
GTFB
e @ a-Amilasa
@ GTFC
@ GTFD
Glucanos
derivados de
sacarosa
Glucanos
* derivados de

sacarosa/almidén

A ocbpc/cbps

Figura 5. Actividad de adhesion y colonizacién de S. mutans

Abreviaturas: GbpB: Proteina C de union a glucano; GbpC: Proteina C de union a glucano.
(Fuente: Moficado de Biology of Streptococcus mutans-Derived Glucosyltransferases: Role in
Extracellular Matrix Formation of Cariogenic Biofilms con licencia CC-BY-NC)
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Capitulo Il
Cdrcuma

3.1 Descripcidn botanicay composicion quimica de la circuma.
Curcuma longa es una planta herbacea perenne de la familia Zingiberaceae

originaria del sudeste asiatico y cultivada en la India y China. La planta crece
hasta un metro de alto y posee tallos subterraneos llamados rizoma, engrosados
en forma de dedos que crecen horizontalmente. Del rizoma surgen las raices y

los brotes herbaceos de la planta.

Los rizomas de la cdrcuma son las partes mayormente enriquecidas con los
compuestos llamados curcuminoides®®y son los que se consumen en la cocina,
eéstos han sido utilizados por varios siglos como especia, como remedio en
medicina y como el colorante amarillo natural (E-100) para alimentos. Los tallos
son la parte de la planta en donde se extraen sus principios activos

caracteristicos: los curcuminoides no volatiles y los aceites aromaticos volatiles.

Los principales curcuminoides contenidos en el rizoma de la planta que le dan
el color amarillo caracteristico son wuna mezcla de curcumina,
desmetoxicurcumina, y bis-desmetoxicurcumina. Son compuestos fitoquimicos

gue le confieren a esta planta importantes propiedades medicinales.*®

3.2 Usos tradicionales y propiedades medicinales de la carcuma.
Desde la antigiiedad, la cdrcuma comenzd a utilizarse con fines estéticos,

gastronémicos e incluso médicos, formando parte de rituales y ceremonias en
diversas culturas. En la cultura india, las mujeres solian frotar sus mejillas con
curcuma para obtener un brillo dorado natural en su piel. Asimismo, se utilizaba
como tinte para cabello y suplemento natural para retrasar los efectos de

envejecimiento.

En India y Nepal, se utilizaron los rizomas de curcuma como remedio casero

contra el malestar estomacal, asi como para el tratamiento de la inflamacién,
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infecciones y diversos padecimientos de la piel.?® Estudios recientes, han
mostrado la actividad antimicGtica, antibacteriana e insecticida de la cdrcuma,
asi como actividad antimutagénica. Asi mismo, se han observado diversos
efectos de la curcuma antes distintos padecimientos, por ejemplo: se ha
demostrado que el extracto etandlico de curcuma (preparado en relacion 1:5 con
etanol), causa la diferenciacion de adipocitos (en ratones con diabetes tipo 2 en
una dosis entre 5,0 ug/ml y 10,0 pg/ml), asi como una actividad hipoglucemiante

en conjunto con curcuminoides y sesquiterpenoides.??

En el ambito odontoldgico, se han llevado estudios para evaluar la capacidad
de la curcuma ante diversas patologias inflamatorias. Manifar et al. (2012)
llevaron a cabo un estudio con dos grupos de pacientes con estomatitis aftosa,
donde a cada grupo se le indico usar gel para tratar sus lesiones, un grupo de
28 pacientes recibio gel que contenia curcumina al 2% vy el otro de 29 miembros
recibieron un placebo. Durante 14 dias, se les indico aplicarse el gel dos veces
al dia, al final del estudio, en los pacientes que recibieron la curcumina se
observo una disminucion tanto del tamafio del afta como de la intensidad del

dolor.??

Singh et al. en 2015 llevaron un estudio con 40 individuos sistémicamente
sanos entre 20 y 35 afos con gingivitis de leve a moderada, se siguid un
muestreo aleatorio simple y los participantes fueron asignados a dos grupos, “A”
y “B” de 20 participantes cada uno. Al grupo “A” se le recomendé gel de gluconato
de clorhexidina al 2%, y al grupo “B” se le recomendo el gel experimental hecho
a base de curcuma por el Instituto Nacional de Investigacion Botanica de
Lucknow. El gel de curcuma se preparé extrayendo el extracto de los rizomas
frescos con alcohol, para después evaporar el disolvente a presiéon reducida a
45° C, dicho extracto se embotell6 en un empaque oscuro a 4° C, para
posteriormente ser mezclado en proporcién 3:1 con glicerina. Comparado con el
gluconato de clorhexidina, el gel de circuma ha mostrado un mayor control de

la biopelicula y una mejor prevencion ante la gingivitis.?®
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Aunque multiples estudios, como se describe mas adelante, han demostrado
gue el consumo de curcuma tiene una amplia variedad de efectos beneficiosos
para la salud, las preparaciones, concentraciones, formas de administracion y
disoluciones no son comparables. Ademas, se evaluaron efectos sobre su
actividad antidepresiva, antitumoral y hepatoprotectora. Por lo tanto, es
necesario estandarizar los métodos para evaluar los efectos de la curcuma,

curcuminoides y/o derivados. %*

3.3 Principales componentes activos de la cuUrcuma y su actividad
bioldgica.
El rizoma de Curcuma longa contiene los principales componentes activos

relacionados con los efectos beneficiosos de la circuma, componentes llamados
curcuminoides con estructuras diarilheptanoides y constituidos por curcumina y

sus analogos, sobre todo desmetoxicurcumina y bis-desmetoxicurcumina.?®

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) establece una ingesta
diaria admisible (IDA) para la curcumina de 210 mg por dia en un adulto que
pesa 70 kg, y al no existir estudios sobre el efecto de la curcumina en menores

de 18 afios, no recomienda la administracion de ésta en menores de edad.?

Se ha demostrado que los derivados de la circuma poseen una gran variedad
de propiedades biolégicas benéficas y farmacolégicas entre las que se
encuentran:  efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antimicrobianos,
anticancerigenos, neuroprotectores, cardioprotectores y antitumorales.?® A
pesar de ello, se ha comprobado que los niveles de curcuminoides presentes en
el plasma sanguineo son sumamente bajos incluso después de una alta ingesta
de estos al dia,?’ esto se debe en gran parte a las propiedades de los
curcuminoides: baja solubilidad en agua, baja absorcion y rapido metabolismo,
por lo que esta baja biodisponibilidad provoca que sea sumamente complejo

monitorear la absorciéon de derivados de la circuma en sus formas originales.?®
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También se ha determinado que la biodisponibilidad de la curcumina aumenta
si es administrada por via oral junto con piperina, un compuesto presente en la
pimienta y que es ampliamente conocido como agente inhibidor de la

glucuronidacion hepética e intestinal.?®

Una vez metabolizados (mayormente en el higado)?® la mayor parte de la
curcumina se excreta por medio de las heces y pequefias partes son absorbidas
por el intestino. Se han reportado efectos adversos relacionados con el consumo
de derivados de curcuma, entre los mas comunes estdn nauseas, malestar
estomacal y diarrea. Sin embargo, la mayoria ya eran esperados debido al
incremento de la dosis relacionada con la respuesta aumentada de la actividad.?®

También se han reportado algunos efectos como obstruccién de los conductos

biliares y litiasis renal en pacientes comprometidos sistémicamente.?®

3.4 Investigaciones previas sobre el efecto antimicrobiano de la curcuma.

La curcuma ha sido objeto de diversas investigaciones que han evaluado su
efecto antimicrobiano. Estudios han demostrado que la curcumina posee
propiedades antibacterianas y antifungicas. Torres et al. (2014) evaluaron la
capacidad antibacteriana del aceite esencial de los rizomas de curcuma frente a
cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
57853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Bacillus subtilis (ATCC 6633)
empleando la difusién en agar por diseminacion superficial en disco (Método de
Kirby-Bauer) para el aceite esencial de curcuma y discos comerciales de
ampicilina (30 pg/pL), como control negativo se us6 5 pug/pL de dimetilsulfoxido.
Los resultados demostraron que el aceite esencial extraido del rizoma de la
curcuma fue antibacteriano frente a E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y B. subtilis,
pero principalmente ante S. aureus y B. subtilis, donde la concentracion

bactericida minima fue de 32 pg/mL y 8 pg/mL respectivamente.?®
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Ademas, investigaciones han mostrado que la clircuma tiene igual efectividad
gue la clorhexidina en la inhibicion del crecimiento de Candida albicans. Tal es
el caso del estudio de Mustafa et. al. (2019), quienes utilizaron un enjuague bucal
sin alcohol con curcuminoides purificados del rizoma de la circuma empleando
cosolventes (quitosano y polietilenglicol). Para el andlisis se llamé a 30 pacientes
con prétesis dentales removibles diagnosticados con estomatitis protésica para
gue utilizaran 3 tipos diferentes de enjuague: 10 usaron enjuague bucal de los
derivados de curcuma, otros 10 utilizaron enjuague con clorhexidina y 10 mas
emplearon enjuague Unicamente con quitosano y polietilenglicol.?® Tras utilizar
los enjuagues durante 2 semanas, 3 veces al dia, se observo que en el 80% de
los pacientes que usaron el enjuague con derivados de cdrcuma presentaron un
alivio completo de las lesiones eritematosas debajo de la protesis dental con una
reduccion de las colonias de Candida albicans en la superficie de la proétesis. Por
otro lado, solo el 30% de los pacientes que usaron enjuague con clorhexidina

mostraron mejorias significativas.3°

Estos hallazgos respaldan el potencial de la curcuma como agente
antimicrobiano y antiinflamatorio, lo que la convierte en un tema relevante para
futuras investigaciones en el campo de la medicina y la salud. Ademas, se han
realizado estudios sobre la capacidad antimicrobiana de la curcuma en la

produccion y formulacién de alimentos.?®
Los resultados de investigaciones anteriores respaldan el interés continuo en

el potencial antimicrobiano de la carcuma y su posible aplicacion en diversas

areas, desde la salud humana hasta la industria alimentaria.
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Capitulo IV
Derivados de cUrcuma

El principal ingrediente activo de la circuma es la curcumina, que posee
amplias propiedades biolégicas bien documentadas y se ha estudiado en
diversos aspectos de la salud. Sin embargo, sus derivados también muestran

propiedades y beneficios entre los que se encuentran:

o Propiedades antiinflamatorias: La curcumina puede reducir la
inflamacion y aliviar el dolor, especialmente en personas con artritis.3?

o Mejora la funcion hepética: La curcumina tiene un efecto protector ante
la hepatotoxicidad de ciertos farmacos.*?

o Efectos antioxidantes: La curcumina es una fuente de antioxidantes
naturales y se ha comparado con las vitaminas C y E en términos de efectos
preventivos del dafio por radicales libres.*

o Efectos antibacterianos y antifungicos: Los curcuminoides tienen
actividad antibacteriana, antifingica y antiparasitaria.3*3536

o Efectos inmunomoduladores: La curcumina puede modular el perfil de
las citoquinas Tl de los linfocitos T colaboradores, lo que indica un efecto
inmunomodulador.37-38

o Efectos hipolipidémicos: La curcumina puede disminuir el colesterol,
los triglicéridos y los fosfolipidos plasmaticos.?6:39:40

Es importante tener en cuenta que la investigacion sobre los efectos de los

derivados de la cUrcuma continua en curso.

4.1 Curcuminoides
Los efectos biolégicos mayormente estudiados corresponden a los

curcuminoides, sobre todo se ha encontrado que la curcumina posee efectos

antiinflamatorios y antioxidantes.?®
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Histéricamente, la curcumina fue aislada por primera vez en 1815 y esta
presente junto a la desmetoxicurcumina y la bis-desmetoxicurcumina, estos tres

en conjunto son conocidos como curcuminoides. (Figura 6)

Los curcuminoides poseen una estructura hidroxicarbonada dicetdnica (tipo
heptanoide) con grupos funcionales que varian segun el derivado curcuminoide
gue posee diferentes caracteristicas fisicoquimicas y por consiguiente distintas

propiedades farmacolégicas.

Los curcuminoides se clasifican dentro de la familia de los diarilheptanoides,
derivados naturales con estructuras compuestas por dos restos arilo, con grupos
hidroxilos sustituidos y unidos entre si por una cadena carbonada con 7 atomos
con una funcién 1,3 dicarbonilica y varias insaturaciones como se representan

en la Figura 6.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la curcumina corresponden a una molécula
anfipatica, con grupos hidréfilos e hidréfobos, lo que la convierte en una
sustancia parcialmente soluble en medios acuoso, y con polaridad en la parte

central.*!

CURCUMINA DESMETOXICURCUMINA
o o0 0 0

HO OH

BIDESMETOXICURCUMINA

o o0
I—CM OH

Figura 6. Estructuras quimicas de curcuminay sus derivados. Fuente propia
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4.2 Estudios in vitro sobre el efecto antimicrobiano de los derivados de la
cUrcuma.

Los curcuminoides han mostrado actividad bactericida contra bacterias Gram
positivas, como Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes, ademas se
han reportado efectos de la curcumina sobre la replicacion de distintos virus
como Coxsackie,*>*® VIH, herpes y Epstein-Barr.42:4344:45

Pommier et al. (2005) experimentaron como la curcumina (Calbiochem) afecta
la replicacion del virus Coxsackie (CVB3), cultivando células HeLa con CVB3 en
portaobjetos de camara de dos pocillos, uno con curcumina y otro sin curcumina,
durante 6 horas.*? Los resultados mostraron que una dosis entre 10 y 40 uM de

curcumina reduce significativamente la replicacion del genoma de CVB3.43

En el caso del VIH, Mazumder A et al. (1995), reportaron que la curcumina
posee una concentracion minima inhibitoria de 50 uM sobe la integrasa del virus
de inmunodeficiencia humana tipo 1 purificado. Los resultados muestran que la
inhibicion de una integrasa mutante de delecion que contiene los aminoacidos
50-212 parece indicar que la curcumina actia sobre el nucleo catalitico de la

integrasa.**

Liu et al. (2014) reportaron susceptibilidad de células cancerigenas de
nasofaringe positivas al virus Epstein-Barr frente una exposicion entre 5y 10 uM
de curcumina, ya que se observé una induccion de la apoptosis de las células

cancerigenas nasofaringeas, a través de las mitocondrias.*®

Otras investigaciones, han demostrado que los curcuminoides usados como
inductores de la apoptosis en células de carcinoma renal muestran una actividad
eficaz, principalmente derivados como curcumina, bis-desmetoxicurcunina y
desmetoxicurcumina. Lee et al. (2010), realizaron estudios mediante un ensayo
de metiltetrazolio, donde las células cancerosas de rifion fueron expuestas a

dimetoxicurcumina y curcumina y se usO citometria de flujo y el ensayo de
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actividad de caspasa-3 para detectar la apoptosis, asimismo, se empled Western
blot para detectarla liberacion de citocromo-c y la liberacion de especies
reactivas de oxigeno se midio con citometria de flujo. En orden, mostraron mayor
viabilidad celular y actividad apoptética en las células renales cancerosas:

desmetoxicurcumina, curcumina y bis-desmetoxicurcumina.*’

4.3 Mecanismos de accién propuestos para los compuestos activos de la
curcuma.

La actividad variable de los curcuminoides puede estar relacionada con la
estructura quimica de los mismos, debido a la interacciobn molecular entre
curcumina y componentes celulares, y se debe a que los grupos carbonilos de
la curcumina son susceptibles a los ataques nucleofilicos. Por otro lado, los
grupos hidroxilo expuestos en las moléculas de curcumina tienen el potencial

para formar enlaces de hidrogeno con los aminoacidos.*84°

Otros ensayos han demostrado que analogos como la tetra-metoxicurcumina,
con 4 grupos metoxilos tienen comportamientos similares a la curcumina,
aunque la tetra-metoxicurcumina ha mostrado una mayor estabilidad

metabdlica.®°

Otras funciones, como la actividad antiinflamatoria de la carcuma, se deben a
la actividad de los curcuminoides como mediadores del metabolismo del acido
araquidoénico, inhibiendo la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa, disminuyendo la
sintesis de prostaglandinas y tromboxanos, afectando el desarrollo de los

procesos inflamatorios e incluso la agregacién plaquetaria.?®

La actividad inmunomoduladora de la carcuma también ha sido demostrada
previamente debido al incremento de la respuesta inmune en ratas expuestas a
una dieta de 1, 20 y 40 mg/kg de curcumina durante cinco semanas, para
posteriormente evaluar la hipersensibilidad de tipo retardado y la actividad de los
linfocitos NK. Para la estimulacion del sistema inmune, se inyecté 1 mg/rata de

KHL (keyhole limpet hemocyanin) disuelto en 0.2 ml de agua desionizada estéril
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en labase de la cola 7 y 14 dias antes de los andlisis. 24 horas antes de sacrificar
a las ratas se inyect6 KLH agregado por calor en las almohadillas traseras,
posteriormente los animales fueron sacrificados para extraer la sangre y el bazo
para llevar a cabo el analisis. Mediante puncion cardiaca se extrajo sangre de
los cuerpos de las ratas para determinar la produccion de inmunoglobulina G

anti-KLH mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

Los resultados del estudio anterior mostraron que las ratas alimentadas con la
dosis mas alta (40 mg/kg) de curcumina mejoraron significativamente la
produccién de anticuerpos en respuesta a la exposicién al antigeno con KLH.
Los grupos que recibieron 1 o 20 mg/kg de curcumina no mostraron diferencias

significativas.®®

Antony et al (1999) reportaron un incremento de actividad fagocitica de
macréfagos en 2 grupos de ratones a los que se les administr6 curcumina
encapsulada liposomicamente (200 uM/kg) y liposomas solos respectivamente,
y a ambos grupos se les aplicé por via intraperitoneal 0.2 ml de caseinato de
sodio al 5%. Tras 5 dias, se recolectaron los macrofagos y los resultados
mostraron que al grupo al que se le administré circuma presentaron un indice
de 71/200 células fagocitadas contra el grupo control que mostroé un indice de

42/200 células fagocitadas.>*

El extracto de curcuma es rico en fenoles, lo que le brinda una amplia accion
antioxidante sobre acidos grasos poliinsaturados. Ademas, se ha reportado el
efecto antioxidante de la curcumina en células renales, observando un efecto
similar al que tiene la vitamina E sobre el estrés oxidativo celular y se ha
comprobado que el uso de curcuma como suplemento alimenticio oral reduce la
peroxidacion lipidica y aumenta los acidos grasos esenciales deficientes en

dietas bajas en retinol.>?

Al destetar ratas albinas nacidas de una pareja con una dieta sintética sin

retinol, se confirmo la falta de este compuesto en el higado. Posteriormente, se
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dividié la poblacion en 3 grupos, donde el grupo control recibié 0.374 mg de
retinol en aceite por 3 semanas (via oral). Otro grupo fue alimentado Unicamente
con 0.1% (p/p) de polvo de curcumina, y un ultimo grupo fue alimentado con
polvo de curcuma 0.1% (p/p) mezclado con alimentacion normal, se sacrificaron

utilizando éter para la recoleccién de tejidos.

Dado que las membranas lipidicas son susceptibles a la peroxidacién, estas
muestran un dafio ain mayor cuando se encuentran bajo deficiencia de retinol,
los andlisis mostraron una peroxidacion lipidica mayor en los ratones con
deficiencia de retinol (higado 32%, rifibn 30% y cerebro 43%) mientras que en
los ratones que se les administré cdrcuma y curcumina mostraron unos niveles
de peroxidacion de 12.5-22.6% en el higado, 23.7-24-6% en el rindn y 16-31.4%
en el cerebro, lo que significa una proteccion por parte de los curcuminoides
respecto a alteraciones presentes en estos 0rganos provocados por patologias

0 envejecimiento.53

4.4 Efecto de los derivados de la cUrcuma sobre otras bacterias orales
relevantes.

Nufiez Solano et al (2020) reportaron la susceptibilidad antimicrobiana de otros
microorganismos orales relevantes: Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, o de algunos hongos o levaduras como Candida
albicans. Para el ensayo se prepar6 una solucion madre de curcumina de 100
mg/ml en dimetilsulféxido, para las pruebas se utilizaron las concentraciones
entre 3.9 ug/mly 2 mg/ml. En el experimento se usaron pruebas de micro dilucion
en caldo de cultivo. Las cepas se cultivaron en placas de agar de soya, mientras

gue C. albicans se cultivo en agar dextrosa Sabouraud.

Los indculos fueron preparados en una dilucion 1/50 con 100 ul de cada tubo,
para ser transferido a otro tubo con 4.9 ml de caldo Mueller-Hinton para el ensayo
con bacterias. Con los inéculos preparados y las soluciones de prueba se usaron
microplacas de 96 pozos con 100 pl de la solucién de curcumina, siguiendo un

incremento progresivo de mayor a menor. Una vez concluido, se envolvié con
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plastico autoadherente y se incub6 a 35° C por 24h. La curcumina mostro una
concentracion minima inhibitoria de 31.2 pyg/ml a 125 ug/ml para E. faecalis, E.
coli y S. aureus, mientras que para C. albicans la concentracién fue de 125

pg/ml.54

Ademas, los curcuminoides también han mostrado actividad contra bacterias

Gram negativas, como Escherichia coli y Salmonella typhimurium.>®
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Antecedentes

El uso de la cUrcuma como agente terapéutico se remonta al oriente®
(Himalaya, islas de Pascua, India), donde la planta Curcuma longa se ha
empleado directamente sobre heridas abiertas para favorecer su cicatrizacion,
ademéas se empleaba con el fin de mejorar el funcionamiento del tracto
gastrointestinal, y se ha demostrado que el extracto de carcuma posee potencial

antioxidante y antiinflamatorio.>

Se ha demostrado que la circuma puede emplearse sin consecuencias
negativas en el cuerpo humano, se han llevado a cabo estudios sobre los efectos
de los derivados y extractos de la circuma ante distintos padecimientos, pero en
este caso particular faltan estudios complementarios que demuestren una
actividad inhibitoria potencial sobre S. mutans (cuyos metabolitos acidos

culminan en la destruccion progresiva del esmalte, la dentina y el cemento).’

Previamente se ha comprobado la eficacia de la curcuma ante la actividad
bacteriana de S. mutans. Lee K. et al 2011 reportaron que el aceite esencial de
curcuma (0.25 a 4 mg/mL) muestra una inhibicion significativa del crecimiento de
S. mutans en concentraciones superiores a 0.5 mg/mL.%8 Por otro lado, Chirinos
Z., 2020 reportd una susceptibilidad antibacteriana in vitro del extracto etandlico
de curcuma ante la cepa ATCC 25175 de S. mutans, especificamente cuando la
concentracion probada se encontraba de 5%, 25% y 50 % se observo un halo
de inhibiciéon de 6 mm, pero cuando llego al 75% se observé un halo de inhibicién
de 28.50 mm.>°
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Planteamiento del problema:

Actualmente no existe un tratamiento efectivo para inhibir el crecimiento de S.
mutans. En la buUsqueda de compuestos naturales con propiedades
antimicrobianas encontramos a la cdrcuma o turmérico que posee muchas
propiedades incluidas las antibiéticas. En el grupo de investigacion del Dr. Radul
Enriquez Habib se han desarrollado distintos derivados de curcumina que tienen
actividad citotoxica, antioxidante y antiinflamatoria. A partir de estos hallazgos
en esta tesis experimental nos planteamos el objetivo de examinar el efecto
inhibitorio de los derivados de curcumina sobre el crecimiento de Streptococcus
mutans y proponer un uso potencial como agente terapéutico contra la caries

dental.

Justificacion

Dado que el tratamiento convencional de la caries dental no es efectivo ya que
aproximadamente el 90% de la poblacion mexicana padece algun grado de
ésta.’®° Se ha despertado un interés creciente en la blsqueda de nuevas
alternativas que incluyan compuestos derivados de plantas medicinales. La
curcuma (Curcuma longa) es una especia ampliamente utilizada en la medicina
tradicional y se ha demostrado que posee propiedades antimicrobianas. En esta
tesis, se investigo el efecto de los derivados curcuminoides sobre el crecimiento

de Streptococcus mutans.

Hipotesis:
Los derivados de la cUrcuma inhiben el crecimiento de S. mutans.

Objetivo general:
Medir la inhibicion del crecimiento de S. mutans ante la exposicidén a derivados

de la cUrcuma.

28



Objetivos especificos:
Medir la inhibicién del crecimiento de S. mutans causada por Diacetilcurcumina-

magnesio formulado con beta-ciclodextrina (DAC-Mg-BCD) a las
concentraciones de 3.1 uyM, 5.6 yM, 10 uM y 18 uM.

Medir la inhibicién del crecimiento S. mutans causada por Diacetilcurcumina-zinc
formulado con beta-ciclodextrina (DAC-Zn-BCD) a las concentraciones de 3.1
MM, 5.6 uM, 10 uM y 18 uM.

Medir la inhibicion del crecimiento de S. mutans causada por Dimetoxicurcumina-
magnesio formulado con beta-ciclodextrina (DiMeOC-Mg-BCD) a las
concentraciones de 3.1 uyM, 5.6 yM, 10 uM y 18 uM.

Medir la inhibicion del crecimiento de S. mutans causada por curcumina a las

concentraciones de 3.1 uyM, 5.6 yM, 10 uM y 18 uM.

Materiales y Métodos

1. Compuestos

o Clorhexidina. Se us6 al 2%. (Figura 7a).
o Dimetil sulféxido (DMSO; Figura 7b).

o Curcumina. Peso molecular: 368 g/ mol. Se usé a las concentraciones de
3.1, 5.6, 10 y 18 uM, disueltos en DMSO. Figura 7c.

o Curcuminoide 1: Diacetil curcumina magnesio con beta-ciclodextrina (DAC-
Mg-BC) Peso molecular: 2062.19 g/ mol Se usé a las concentraciones de
3.1, 5.6, 10 y 18 uM, disueltos en DMSO. Figura 7d.

o Curcuminoide 2: Diacetii curcumina zinc con beta-ciclodextrina,
Abreviatura; DAC-Zn-BC. Peso molecular: 2103.26. Se us6 a las
concentraciones de 3.1, 5.6, 10 y 18 uM, disueltos en DMSO. Figura 7e.

o Curcuminoide 3: Dimetoxicurcumina magnesio con beta-ciclodextrina Abreviatura:
DiMeOC-Mg-BC. Peso molecular: 1950.5. Se us0 a las concentraciones de
3.1, 5.6, 10 y 18 uM, disueltos en DMSO. Figura 7f.
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Figura 7. Estructuras quimicas de compuestos. a) Clorhexidina, b) Dimetilsulféxido,
c) Curcumina, d) Diacetilcurcumina- magnesio formulado con beta-ciclodextrina, e€)
Diacetilcurcumina-zinc formulado con beta-ciclodextrina y f) Dimetoxicurcumina-

magnesio formulado con beta-ciclodextrina

2. Cultivo de Streptococcus mutans

Se utilizé la cepa ATCC 25175 con una densidad éptica de 1 X 108 bacterias/

mL.

3. Inhibicién del crecimiento de Streptococcus mutans

Para realizar la siembra de Streptococcus mutans se preparé un area estéril.
Limpiando el &rea con etanol al 70% y luego encendiendo un par de mecheros
de gas. Posteriormente, se prepararon las cajas Petri etiquetando con un
marcador de cera y dividiendo en seis partes con los niumeros 1 al 6 como se
indica en la Figura 5. Para la siembra se prepararon 100 pL del inéculo de S.
mutans a una concentracion de 108 bacterias/ mL y luego se agregaron en la
caja de Petri con agar sangre. La siembra se realizé por el método de estria
masiva utilizando un asa bacteriologica que se esterilizé con ayuda del mechero

y después se enfrio en el agar de la caja Petri.
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4. Aplicacion de los discos con los curcuminoides

Se procedié a abrir un vial Eppendorf de 1.5 mL identificado con el ndmero
correspondiente a cada compuesto (DAC-Mg BC, DAC-Zn-BC, DiMeOC-Mg-BC).
Utilizando una pinza estéril, se tomé un disco de papel filtro y se sumergié con
cuidado en el compuesto a evaluar, evitando cualquier goteo o derrame de la
solucién. Luego, con las pinzas de curacioén, se colocé el disco en la posicidén

designada en la placa de agar.

La disposicion de los derivados de la carcuma siguié el esquema detallado en
la figura XX. Para sumergir los discos de papel filtro que se ubicarian en la caja
de Petri, ademas se empled clorhexidina al 2% (control positivo) de la marca
Viarden®. En los restantes compartimentos, se preparé una mezcla consistente

en 10 pL de DMSO y 10 pL del derivado de curcuma.

Clorhexidina

Diacetilcurcumina Dimetoxicurcumina
zinc magnesio
DAC-Zn-BC DiMeOC-Mg-BC

Diacetilcurcumina
magnesio Curcumina

DAC-Mg-BC

Figura 12. Distribucion de los compuestos en las cajas de Petri

Se repitieron los pasos anteriores con el resto de los discos. Se tomé la
precaucion de cerrar la caja Petri cada vez que se colocaba un disco. Se utilizd
un disco con DMSO como control negativo. La caja Petri fue rotulada con los
datos del compuesto, la fecha y la hora. Al final, el cultivo fue colocado en una

jarra de anaerobiosis dentro del incubador a 37 °C.
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5. Revisién de lainhibicién del crecimiento de S. mutans

Se desinfectd la mesa y el material de trabajo. Se observaron y se tomaron
fotografias de cada una de las cajas a las 24, 48 y 72 horas después de la

siembra de S. mutans.

6. Medicion del halo de inhibicién usando el programa Image J

Para medir la inhibicién del crecimiento se utilizdé el programa Image J (NIH
1.54f). Una fotografia de la caja de Petri en un fondo luminoso con una regla
milimétrica se usé como referenciase para ajustar la escala en el programa
(Figura 13a).

Para configurar la escala, utilizo la herramienta “Analize” en la opcion Set Scale.
(Figura 13b), en el campo “Known distance” se coloco la referencia, previamente
trazando una linea en la imagen apoyandonos en la regla para conocer su
longitud. En este caso, 10 milimetros o 1 centimetro (Figura 14a). Una vez
calibrada la escala, se hicieron las mediciones de los halos de inhibicion

presentes en cada una de las cajas de Petri.

La medicion se tomo6 desde el disco con el compuesto hasta la colonia mas

cercana.
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Resultados

Con el propésito de conocer la inhibicion en el crecimiento de S. mutans de
compuestos derivados de curcumina se colocaron diferentes compuestos en
cada caja de Petri tal como se mencioné en la seccion de materiales y métodos
(Figura 12) y se midio la inhibicion a las 24, 48 y 72 horas.

Ningun derivado de curcuma presenta una inhibicién del crecimiento de S.

mutans durante las primeras 24 horas.

A las 24 horas se midieron todas las concentraciones de curcumina y de sus
derivados. Esto es 18, 10, 5.6 y 3.1 uM, la distribucion de los compuestos de
caja uno de los compuestos fue 1) DMSO, 2) Clorhexidina, 3) DAC-Zn Bc 4)
DiMeOCMg-BC, 5) DAC-Mg BC y 6) Curcumina.

El DMSO no promovi6 inhibicion del crecimiento (Figura 14 a, b, c y d). El Gnico
compuesto que promovio una inhibicion del crecimiento fue la clorhexidina (2%).
El halo de inhibicion fue de 4.1 mm (Figura 14 a), 5.2 mm (Figura 14 b), 5.0 mm
(Figura 14 c), 6.0 mm (Figura 14 d). Siendo en promedio 5.075 mm la inhibicién
a las 24 horas. En el caso de DAC-Zn Bc, DiMeOCMg-BC, DAC-Mg BC y
curcumina no se presento inhibicion del crecimiento de S. mutans (Figura 14 a,
b, cyd).
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Figura 14. Fotografias de las cajas 1,3, 5y 7 en las concentraciones de a)18 pM,
b) 10 uM, c) 5.6 uM, y d)3.1 pM tras las primeras 24 h. 1) DMSO, 2) Clorhexidina,
3) DAC-Zn Bc 4) DiMeOCMg-BC, 5) DAC-Mg BC y 6) Curcumina. Las fotografias
son representativas de dos experimentos.
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Ningun derivado de curcuma presenta una inhibicién del crecimiento de S.

mutans transcurridas 48 horas.

Tras 48 horas se midieron todas las concentraciones de curcumina y de sus
derivados. Esto es 18, 10, 5.6 y 3.1 uM, la distribucién de los compuestos de
caja uno de los compuestos fue 1) DMSO, 2) Clorhexidina, 3) DAC-Zn Bc 4)
DiMeOCMg-BC, 5) DAC-Mg BC y 6) Curcumina.

El DMSO no promovié inhibicion del crecimiento (Figura 15 a, b, c y d). El tnico
compuesto que promovio una inhibicion del crecimiento fue la clorhexidina (2%).
El halo de inhibicion fue de 4.1 mm (Figura 15 a), 5.2 mm (Figura 15 b), 5.0 mm
(Figura 15 c), 6.0 mm (Figura 15 d). Se mantuvo el promedio de 5.075 mm de
inhibicion a las 48 horas. En el caso de DAC-Zn Bc, DiMeOCMg-BC, DAC-Mg
BC y curcumina no se presento inhibicion del crecimiento de S. mutans (Figura
15a, b, cyd).
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Figura 15. Fotografias de las cajas 1,3, 5y 7 en las concentraciones de a)18 pM,
b) 10 pM, c) 5.6 pM, y d)3.1 uM después de 48h. 1) DMSO, 2) Clorhexidina, 3)
DAC-Zn Bc 4) DiMeOCMg-BC, 5) DAC-Mg BC y 6) Curcumina. Las fotografias
son representativas de dos experimentos.

37



Ningun derivado de curcuma presenta una inhibicion del crecimiento de S.

mutans tras 72 horas.

Después de 72 horas se midieron todas las concentraciones de curcumina y de
sus derivados. Esto es 18, 10, 5.6 y 3.1 uM, la distribucion de los compuestos
de caja uno de los compuestos fue 1) DMSO, 2) Clorhexidina, 3) DAC-Zn Bc 4)
DiMeOCMg-BC, 5) DAC-Mg BC y 6) Curcumina.

El DMSO no promovié inhibicion del crecimiento (Figura 16 a, b, c y d). El Gnico
compuesto que promovio una inhibicion del crecimiento fue la clorhexidina (2%).
El halo de inhibicién fue de 4.1 mm (Figura 16 a), 5.2 mm (Figura 16 b), 5.0 mm
(Figura 16 c), 6.0 mm (Figura 16 d). Se mantuvo el promedio de 5.075 mm de
inhibicion a las 48 horas. En el caso de DAC-Zn Bc, DiMeOCMg-BC, DAC-Mg
BC y curcumina no se presento6 inhibicion del crecimiento de S. mutans (Figura
16 a, b, cyd).
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Figura 16. Fotografias de las cajas 1,3, 5y 7 en las concentraciones de a)18 pM,
b) 10 uM, c) 5.6 pM, y d)3.1 uM transcurridas 72 h. 1) DMSO, 2) Clorhexidina, 3)
DAC-Zn Bc 4) DiMeOCMg-BC, 5) DAC-Mg BC y 6) Curcumina. Las fotografias
son representativas de dos experimentos. Las fotografias

fueron tomadas de forma distinta y parece que hay contaminacioén con

hongos.
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Discusion
Con base en la revision del marco teorico, se plante6 la hipotesis de que los
derivados de la curcuma presentarian un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de Streptococcus mutans, lo que podria abrir nuevas perspectivas para el
desarrollo de tratamientos alternativos contra la caries dental. El objetivo fue
investigar el potencial de los compuestos DAC-Mg-BC, DAC-Zn-BC y DiMeOC-
Mg-BC para inhibir el crecimiento de Streptococcus mutans, una bacteria
asociada con la caries dental. Los resultados experimentales mostraron que
estos compuestos no inhiben el crecimiento de este microorganismo, al menos

en las condiciones y concentraciones usadas.

Las evidencias experimentales anteriores (Meza-Morales, et. al. (2019),
Obregdn-Mendoza et. al. (2024)) nos sugirieron que las concentraciones
molares de los compuestos utilizadas para este estudio se ecuentran en el rango
de 18 uM-3 pM (ver Tabla 2 y 3) y se basaron en las pruebas de citotéxicidad
realizadas con los complejos metalicos. Para el caso del complejo metalico de
dimetoxicurcumina y magnesio formulado con beta-ciclodextrina (DiMeOC-Mg-
BCD) se encontro un resultado sobresaliente para la linea celular de cancer
MDA-MB-231, derivada de un derrame pleural maligno de una paciente con

cancer de mama en estadio Il.

En la tabla 2 se pueden observar que las concentraciones citotoxicas medias
(CC50) del compuesto DiMeOC-Mg-BCD es mejor con respecto a los no
formulados con beta-ciclodextrina y dicha actividad se debe a la mejora de la
solubilidad del compuesto, ademas al estar formulado con dicho acarreador

(beta-ciclodextrina) sus propiedades tienden a la hidrofilia.®*
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Tabla 2. CC50 (uM) de las lineas celulares ante DiMeOC y sus complejos
Compuesto MDA-MB-231
DiMeOC >100
DiMeOC-Mg 22.04 £ 0.06
DiMeOC-Mg-BCD 10.73 0.1

Obregon M. A,, et. al. (2024). The Antitumoral Effect In Ovo of a New Inclusion Complex from
Dimethoxycurcumin with Magnesium and Beta-Cyclodextrin. International Journal of Molecular
Sciences, 25(8), 4380.

Para el caso de la diacetilcurcumina (DAC), Meza et. al. (2019) llevaron a cabo
pruebas para determinar la viabilidad del uso de metales en los compuestos derivados
de curcumina, pues dichos metales como el cobre son un micronutriente esencial
relacionado con la respiracion mitocondrial, el magnesio es un cofactor en varias
reacciones enzimaticas relacionadas con el metabolismo y sintesis de &acidos
nucleicos y el zinc esta involucrado en la regulacion apoptotica de varias células de
mamiferos. En dichas pruebas, se evaluo el efecto de cuatro complejos metalicos (Mg,
Zn, Cu y Mn) ante lineas celulares de adenocarcinoma de colon (HCT-15),
adenocarcinoma de mama (MCF-7) y adenocarcinoma de pulmoén (SKLU-1). Y se
encontré6 que los compuesto presentaron actividades citotoxicas comparables al
cisplatino (agente alquilante de ADN). En la tabla 3, se detallan las concentraciones
inhibitorias medias de los derivados de DAC frente a las lineas celulares HCT-15,
MCF7 y SKU-1.%2
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Tabla 3. IC50 (M) de las lineas celulares ante DAC y cisplatino
Compuesto HCT-15 MCEF-7 SKLU-1
DAC 22.32+3.0 21.79+5.0 14.07 £3.3
(DAC).Mg 11.59 £ 1.97 572+0.31 8.87 +1.56
(DAC)2Zn 7.21+0.61 4.92 + 0.071 4,74 + 0.31
(DAC):Mn 15.54 +1.94 13.46 + 1.63 9.23+1.22

Cisplatino 10.0£ 0.9 9.4+1.0 4.3+0.5

Meza-Morales W. et. at. (2019). Full structural characterization of homoleptic complexes of
diacetylcurcumin with Mg, Zn, Cu, and Mn: Cisplatin-level Cytotoxicity in Vitro with Minimal Acute
Toxicity in Vivo. Molecules, 24(8), 1598.

Otro grupo de investigacion, al evaluar la actividad antimicrobiana de complejos
metalicos de curcumina con zinc, niquel, magnesio y cobre frente a bacterias
grampositivas y gram negativas se demostré que los complejos metalicos de
curcumina con zinc y niquel tuvieron una actividad antimicrobiana significativa
contra algunas bacterias grampositivas, mientras que los complejos metalicos
de curcumina con magnesio y cobre no mostraron actividad antimicrobiana.®?
Nuestros resultados coindiden apropiadamente con dicha investigacion ya que
no se obtuvieron datos de inhibicién para el caso de los complejos de magnesio
(DAC-Mg-BC, DiMeOC-Mg-BC) frente a S. mutans.

En otros estudios, Santana y colaboradores utilizaron azul de metileno
formulado con beta-ciclodextrina mediante terapia fotodinamica y una luz roja
laser de 660 nm, lo cual fue efectivo para la inhibicion de microorganismos de la
biopelicula oral.®* Adicionalmente, Jingru Wu y colaboradores en 2023,
encontraron que la inhibicion de la pelicula bacteriana presente en la carne de
cerdo fue exitosa después de la exposicion con formulacion de curcumina y beta-

ciclodextrina (Cur-b-CD) y una luz LED laser (425 nm) por 40 minutos.® Al
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parecer utilizando terapia fotodinamica con luz ldser se obtienen mejores

resultados para la inhibicion del crecimiento de microorganismos.

Es importante considerar que la falta de inhibicion en las condiciones
experimentales que se usaron en este estudio no se relaciona directamente con
el potencial funcional de estos compuestos como antioxidantes y
antiinflamatorios. Tampoco se descarta la posibilidad de que en otras
condiciones se puedan tener efectos citotoxicos (como se demostré en estudios
anteriores) e inhibitorios del crecimiento de microorganismos, es importante a
tener en cuenta que existen alternativas que en conjunto de la curcumina y los

curcuminoides pueden presentar resultados favorables.

Planteamos asi, algunas de las posibilidades que explican la falta de inhibicion
del crecimiento de S. mutans observada:

1) Las concentraciones utilizadas (3.1 uM, 5.6 uM, 10 uM 'y 18 pM) como se ha
justifico en la discusion no fueron lo suficientemente altas para mostrar una
actividad bioldgica inhibitoria de este microorganismo.

2) La estructura quimica de los compuestos no es la mas efectiva contra esta
cepa bacteriana en particular, pues la inhibicion de los grupos polares (fenoles)
para las adecuadas formulaciones con beta-ciclodextrinas afectan la actividad

biologica.

Como perspectivas se propone aumentar la concentracion de los compuestos
para probar su potencial inhibidor del crecimiento de S. mutans, variar la
concentracion de bacterias sembradas, mejorar la eficacia de estos compuestos
mediante la combinacion con otros agentes antimicrobianos o mediante el uso
de terapia fotodinamica (como se ha realizado en investigaciones anteriores), sin

embargo, ésta no resulta lo mas viable debido a su costo elevado.

Estos resultados son importantes para el campo de investigacion en
odontologia, ya que resaltan la necesidad de seguir buscando nuevas

estrategias y alternativas para el control de S. mutans y la caries dental.
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Conclusiones

En resumen, los complejos DAC-Mg-BC, DAC-Zn-BC, DiMeOC-Mg-BC no
inhiben el crecimiento de Streptococcus mutans en las concentraciones y
condiciones experimentales utilizadas en este estudio. Estos resultados
subrayan la complejidad de la interaccion entre compuestos antimicrobianos y
bacterias especificas, destacando la necesidad de investigaciones adicionales
para comprender completamente el potencial de estos compuestos en la

prevencién de la caries dental.
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