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RESUMEN

La cavidad oral alberga una microbiota constituida por mas de 774 diferentes especies
bacterianas agrupadas en biopeliculas, que en disbiosis se asocian con el desarrollo de infecciones
orales. En la actualidad se conoce que las bacterias Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis
forman parte de biopeliculas orales y presentan una alta resistencia a farmacos antibacterianos. El uso
de biopolimeros (quitosano) y péptidos (LL-37) con caracteristicas antimicrobianas representan una
alternativa para disminuir el desarrollo de infecciones asociadas con la colonizacién de dichas bacterias
patégenas.

El objetivo del presente trabajo consistié en evaluar el efecto antibacteriano de quitosano y del
péptido LL-37 sobre las cepas de importancia médica-odontolégica: S. aureus y E. faecalis. La
evaluacion del efecto antibacteriano de los compuestos: quitosano gel 1%, quitosano gel 2% y LL-37 se
llevé a cabo mediante pruebas de sensibilidad bacteriana (antibiogramas) y mediante cultivos en caldo.
Para las pruebas de sensibilidad bacteriana en agar se realizé la siembra en pasto de las dos especies
bacterianas en diferentes cajas de Petri, donde se colocaron discos de papel Whatman, cada disco fue
embebido individualmente en los diferentes compuestos experimentales; clorhexidina al 0.20 % fue
incluida como control positivo, mientras que agua bidestilada estéril fue incluida como control negativo.
Cada una de las cepas fue incubada a 35°C durante 24 horas, para posteriormente medir los halos de
inhibicion de cada disco embebido en los diferentes grupos experimentales. La prueba antibacteriana
en caldo se realiz6 en placas de 96 pozos con cada uno de los compuestos a evaluar ajustado a la
concentracion correspondiente; cada una de las placas de cultivo fue incubada en aerobiosis en una
camara Cleaver a 35 °C durante 24 horas, bajo agitacién constante. Posteriormente, cada una de las
placas de cultivo celular fue medida en un lector de microplacas a OD 600 nm. Todos los ensayos fueron

realizados por triplicado.

Palabras clave: Efecto antibacteriano; Quitosano; Péptido LL-37; Staphylococcus aureus;

Enterococcus faecalis.



ABSTRACT

The oral cavity presents a microbiote constituted by over 774 bacterial species grouped in
biofilms, which in dysbiosis are associated with the development of oral infections. It is currently known
that Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis bacteria are part of oral biofilms and are highly
resistant to antibacterial drugs. The use of biopolymers (chitosan) and peptides (LL-37) with antimicrobial
characteristics represents an alternative to reduce the development of infections associated with the
colonization of these pathogenic bacteria.

The purpose of the present study was to evaluate the antibacterial effect of chitosan and the
peptide LL-37 against the strains of medical-dental importance: S. aureus and E. faecalis. The
antibacterial effect of the compounds: chitosan gel 1%, chitosan gel 2% and LL-37 was evaluated by
bacterial sensitivity tests (antibiograms) and broth cultures. For the bacterial sensitivity tests on agar, the
two bacterial species were grown in different Petri dishes, where Whatman paper discs were placed,
each disc was individually embedded in the different experimental compounds; 0.20% chlorhexidine was
included as a positive control, while sterile double distilled water was included as a negative control. Each
of the strains was incubated at 35°C for 24 hours to subsequently measure the inhibition halos of each
disk embedded in the different experimental groups. The antibacterial test in the broth was performed in
96-well plates with 100 uL of each of the compounds to be evaluated and 100 pL of each bacterial
species; each of the culture plates was incubated in aerobiosis in a Cleaver chamber at 35 °C for 24
hours, under constant agitation. Subsequently, each cell culture plate was evaluated in a microplate

reader at OD 600 nm. All assays were performed in triplicate.

Keywords: Antibacterial effect; Chitosan; LL-37 peptide; Staphylococcus aureus; Enterococcus

faecalis.



1 INTRODUCCION

La cavidad oral aloja a una microbiota compleja constituida por mas de 774 diferentes
especies bacterianas, que colonizan superficies bioldgicas y no biol6gicas *. La microbiota oral
se ve afectada por diversas determinantes ecolégicas 2, de forma que cuando entra en
desequilibrio, suele relacionarse con la aparicion y desarrollo de enfermedades orales infecciosas
como la caries, enfermedades periodontales y periimplantarias 3. En general, las bacterias
pueden encontrarse, dentro de la cavidad oral en estado plancténico u organizadas en
biopeliculas *. Esta compleja organizacién bacteriana se relaciona con la evasion de la respuesta
inmune y la resistencia antimicrobiana 5.

Socransky y cols. agruparon a los microorganismos de la biopelicula subgingival en
“complejos microbianos”, de los cuales destaca el complejo rojo, debido a su alta correlacién con
la patogenia de la enfermedad periodontal 6. Ademas de los complejos descritos originalmente
por Socransky y cols., en diversos estudios se menciona que bacterias oportunistas como S.
aureus y E. faecalis también se encuentran relacionadas con el desarrollo de procesos
infecciosos orales .

Debido a los factores de virulencia que expresan las bacterias S. aureus y E. faecalis, y
ademas de que poseen la capacidad de formar biopeliculas complejas & °, en la actualidad se han
estudiado alternativas a los tratamientos habituales para el control de su crecimiento mediante el
uso de biopolimeros y biomoléculas con propiedades antimicrobianas.

El quitosano es un biopolimero reconocido como antimicrobiano por su naturaleza
catidnica, que interactla con las cargas negativas de la membrana bacteriana y provoca lisis
celular °, Por otro lado, LL-37 es un péptido modulador de la respuesta inmune, que posee un

amplio espectro de actividad antimicrobiana * 12,



Por todo lo anterior, el objetivo principal del presente trabajo es evaluar el efecto
antibacteriano del quitosano y del péptido LL-37 sobre dos cepas de importancia médica-

odontoldgica: S. aureus y E. faecalis.



2 MARCO TEORICO

2.1 Ecologiaoral

La cavidad oral representa un ecosistema complejo donde diversos
microorganismos de la microbiota oral colonizan las superficies biolégicas y no bioldgicas
disponibles 2. La microbiota oral es una de las mas complejas comunidades microbianas en
el cuerpo humano, esta se encuentra constituida por mas de 774 diferentes especies
bacterianas !, de las cuales, mas del 50% colonizan la bolsa periodontal, y las especies
restantes se distribuyen en otros sitios de la cavidad oral 3,

La colonizaciéon microbiana dentro la cavidad oral depende de las determinantes
ecoldgicas del sitio como: concentracion de oxigeno, temperatura, caracteristicas
anatémicas, disponibilidad de nutrientes y exposicion a factores inmunolégicos 4, los sitios
disponibles para dicha colonizacion incluyen el surco gingival, los dientes, lengua, mejillas,
paladar y amigdalas 2.

En general, existen dos tipos de vida bacteriana en la cavidad oral: las bacterias
plancténicas (libremente suspendidas) y las organizadas en biopeliculas (adheridas a una
superficie embebidas en una matriz polimérica). El paso de un estado plancténico a
biopelicula confiere ciertas ventajas ecoldgicas a estos microorganismos, como la evasion
de las respuesta inmune, resistencia al estrés oxidativo, compensaciéon por falta de
nutrientes y resistencia antimicrobiana 4. Varios estudios demuestran que la formacién de
biopeliculas depende de factores como la movilidad de los microorganismos, la sintesis de
polisacaridos, las condiciones ambientales (oxigeno, temperatura, pH) y disponibilidad de
nutrientes 1° 15 16,

Las biopeliculas bacterianas han sido asociadas, en su estado disbiético, con el
desarrollo de dos de las enfermedades orales mas prevalentes en el mundo, caries y
enfermedad periodontal 3. La disbiosis se define como un desequilibrio entre los

microorganismos patégenos y no patégenos de la microbiota residente ’. Las alteraciones



en las dinamicas de la comunidad microbiana oral desempefian un papel determinante en

la disbiosis de las biopeliculas orales 8.

2.2 Microbiota oral

Los microorganismos que forman parte de la microbiota oral se organizan en forma
de biopeliculas complejas. Al respecto, Socransky y cols. en 1988, encontraron que los
microorganismos de la biopelicula subgingival se asocian entre ellos formando complejos,
a los cuales nombraron “complejos microbianos de la biopelicula subgingival”, identificados
por los siguientes colores: amarillo, azul, verde, morado, naranja y rojo, siendo las bacterias

del complejo rojo consideradas como bacterias periodontopatégenas (Figura 1) ©.

Especiesde
Actinomyces

V. parvula
A odontolyticus

S. mitis

|  S.oralis
\s. sanguinis;
i \
~— _/ ;
Streptococcussp. | P. gingivalis
S. gordonii T. forsythia
\ S. intermedius / T. denticola

E. corrodens
C. gingivalis
C. sputigena

C. ochracea
C. concisus
A actina a

A. actinomycetemcomitans

Figura 1. Complejos microbianos Fuente Socransky et al., 1998.
Los miembros del complejo amarillo, morado y verde son considerados
colonizadores primarios o tempranos de la cavidad oral, que permiten la sucesion de los
colonizadores del complejo naranja, que actian como "puente" para el complejo rojo o

colonizadores tardios. EI aumento en la proporcién, principalmente del complejo rojo,



provoca cambios patoldgicos, que dan lugar a dafios en las estructuras orales,

manifestandose clinicamente como enfermedades periodontales *°.

2.3 Bacterias oportunistas

Ademas de las bacterias asociadas en los complejos bacterianos descritos
inicialmente por Socransky y cols., se sabe que bacterias consideradas como oportunistas,
como Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, Acinetobacter baumannii, E. faecalis también
han sido relacionadas con procesos infecciosos orales como periodontitis, periimplantitis e
infecciones endoddéncicas .

S. aureus ha sido aislado de la biopelicula dental, lesiones cariosas y bolsas
periodontales, ademas ha sido asociada con formas de severas de periodontitis y
periimplantitis & 2°. Por otro lado, E. faecalis es aislada con frecuencia de conductos
radiculares con tratamientos endodéncicos fallidos, ademas, representa la tercera causa
mas comun de infecciones nosocomiales ?!. También ha sido encontrada en periodontitis

crénica refractaria, aunque su relacioén con ésta sigue siendo poco clara %.

2.3.1 Staphylococcus aureus
S. aureus, del griego staphyle que significa racimo de uvas. Fue aislada por primera
vez en 1880 por el médico escocés Alexander Ogston. Es una bacteria con un diametro de
0.5a 1.5 um, no movil, no esporulada, generalmente no encapsulada y agrupada formando

racimos de uvas (Figura 2) .



MRSA-C 3.0 KV 8.1 mm x22.0 k SEM 12/12/2018

Figura 2. Micrografia obtenida por Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) de agrupaciones en
racimos de uvas tipicas de Staphylococcus aureus. 24,

S. aureus es una bacteria Gram-positiva, catalasa positiva, anaerobia facultativa.
Sus colonias crecidas en agar se observan circulares, de textura suave, opacas y con un

pigmento levemente dorado (Figura 3) 5.

Staphylococcus aureus

Toxins Immunoglobulin
(TSST-1, enterotoxins, - Gram-positiva
alpha-hemolysin, ..) Protein A N
:‘ o e e Catalasa.posmva .
‘,. Cell wall - Anaerobia facu'lt.atlva
S Plasmamembrane = —>  Coagulasa positiva
e - Oxidasa negativa
= Colonias en agar: circulares, textura
suave, opacas y producen pigmento
Adhesins dorado.

(attachment to

Invasins J 0 host proteins)

(coagulase,
staphylokinase,
leukocidin, ..)

© Alila Medical Images - www.alilamedicalimages.com
Figura 3. Caracteristicas bioquimicas de S. aureus. Fuente propia.

S. aureus, en sus formas MRSA (Methicillin-Resistant S. a) y MSSA (Methicillin-
Susceptible S. a.), son frecuentemente aisladas en infecciones del torrente sanguineo
adquiridas en el ambiente hospitalario (infecciones nosocomiales) 2°; ambas formas tienen
la capacidad de sobrevivir por meses en cualquier tipo de superficie, siendo las manos el

principal vehiculo de transmision por contacto. El sitio mas colonizado por S. aureus es la



mucosa nasal, seguida de la piel, el perineo y la faringe. Otros sitios que albergan a S.
aureus, aungque con menor frecuencia, incluyen el tracto gastrointestinal, la vagina y las

axilas (Figura 4) .

General population S aureus nasal carriers

Stye

— Sinusitis
Boils/carbuncles
impetigo

Nose 100%

Furundes
N

- Haemotogenous Neck 10%

o
spread/sepsis Pharynx

25-50%
Preumonia -
~ Endocarditss

A Skin chest
_—Septic o
Emesis arthitis 45%

Axilla 8% Axilla 19%

Cellulitis/
erysipelas””

Skin
abdomen
40%

abdomen
Forearm 15% Forearm
20% 45%

~ Diarthoea

Hand
90%
Scalded skin S
syndrome ~

~ Toxic shock
: syndrome
N Perineum 22% Perineum 60%

\
"\ Urinary tract Vaginal 5%

infection

Osteomyelitis -

Ankle 10%

Figuras 4. Algunas de las infecciones causadas por S. aureus (izquierda). Principales sitios de
colonizacion de S. aureus y sus porcentajes de colonizacion en diferentes sitios anatémicos
(derecha) 28,

Para que S. aureus pueda colonizar sitios especificos del cuerpo humano, es
necesario que la bacteria se adhiera a ciertos receptores del nicho, superar las defensas
del huésped y posteriormente, propagarse en el organismo. Estudios longitudinales
mencionan que aproximadamente el 20% de los individuos son portadores persistentes de
S. aureus en la mucosa nasal, el 30% son portadores intermitentes y aproximadamente el
50% son no-portadores 2°. Por otra parte, los niflos presentan tasas mas altas de
colonizacién persistente por esta bacteria (hasta 45%), sin embargo, dicha persistencia
bacteriana disminuye con la edad *°. Ademas, se ha reportado que la tasa de portadores

de S. aureus varia entre grupos étnicos, siendo mas alta en personas caucasicas; la



colonizacion nasal por esta bacteria es mayor en hombres, en pacientes inmunosuprimidos,
con diabetes mellitus, VIH, obesidad, infecciones cutaneas y enfermedades de la piel. En
general, se ha identificado que la hospitalizacion un importante factor de riesgo en la
colonizacién con S. aureus .

Se ha demostrado que existe una migracién de S. aureus que va de las fosas
nasales a la garganta o la cavidad oral 3, en la cavidad oral suele colonizar sitios como la
lengua, superficies dentales y bolsa periodontal, y la saliva, 2. En el tracto oral, S. aureus
se ha asociado con infecciones dentoalveolares y lesiones en la mucosa oral como la
gueilitis angular, parotiditis y mucositis, ademas de desempefiar un papel importante en el
fracaso de los implantes dentales 3. La colonizacion de S. aureus tiene tasas de hasta 84%
en cavidades orales de adultos sanos y de 45% en adultos con prétesis dentales *. Sin
embargo, a pesar del mayor conocimiento sobre el microbioma oral que tenemos en la
actualidad, aun se desconocen los mecanismos subyacentes involucrados en las
enfermedades orales asociadas con este microorganismo, asi como del riesgo de
propagacion de la infeccion estafilococica desde los reservorios orales a sitios corporales
distantes *.

S. aureus es un microorganismo de dificil tratamiento debido a su fisiopatologia y
mecanismos de resistencia, como la formacion de biopeliculas, que involucra la formacion
de una matriz extracelular formada por proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos, que la
protegen del sistema inmune del huésped . La formacién de esta matriz polimérica protege
a las biopeliculas de los antibiéticos 2. Al respecto, las cepas de S. aureus organizadas en
biopeliculas pueden volverse facilmente resistentes a los antibiéticos, sobre todo a la

meticilina (ejemplo: MRSA) (Figura 5) 2.
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Released cytoplasmic
proteins

PSM fibres

Polysaccharide biofilm Protein/eDNA biofilm Fibrin biofilm Amyloid biofilm
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Figura 5. Mecanismos de biopelicula de S. aureus 2.

La amplia gama de factores de virulencia de S. aureus involucrados en el desarrollo
de enfermedades infecciosas, pueden clasificarse en: factores asociados a la superficie;
enzimas degradativas y toxinas superantigénicas. La diversidad y gran variabilidad de los
genes que codifican estos factores de virulencia pueden afectar el curso de un proceso
infeccioso .

Como parte de los factores de virulencia asociados con su superficie se encuentran:
fnbA y fnbB, las fnBPs (proteina A y B de unién a fibronectina) y el factor clumping, los
cuales son proteinas que median la adhesién de S. aureus a los componentes de la matriz
extracelular del huésped, como la colagena, la fibronectina (Fn), y el fibrindgeno (Fg) 2% 3¢
39.

También, se han identificado hemolisinas como: alfa, beta, gamma, delta,
sintetizadas por la mayoria de las cepas de S. aureus, que tienen capacidad hemolitica y
citolitica, actuando sobre determinadas células del huésped, como leucocitos, plaquetas,
macroéfagos y fibroblastos “°. La hemolisina alfa disuelve las células y causa necrosis
hemolitica; la hemolisina beta afecta al pulmén y a la cérnea; la hemolisina gamma afecta
neutrofilos, macréfagos y eritrocitos y se cree que tiene efecto en la induccion de la
inflamacién; mientras que la hemolisina delta, que se ha informado que se produce en el

97% de los aislados de S. aureus, actla como surfactante disgregando las membranas

11



celulares, ademas de disolver las estructuras celulares internas de los glébulos rojos y de
otras células de mamiferos .

Asimismo, S. aureus ha sido frecuentemente asociada con el desarrollo de
infecciones en dispositivos biomédicos, al respecto, se ha descrito que la biopelicula
formada por S. aureus sobre las superficies los implantes dentales de Titanio (Ti) es una de
las principales causas del fracaso de estos dispositivos protésicos, presentando una
afinidad por este material 4 42, Ademas, se reporta que S. aureus coloniza a mas de la
mitad de los implantes dentales y parece persistir sobre su superficie incluso después de

tratar las periimplantitis con antibiéticos y terapia mecéanica periodontal 3.

2.3.2 Enterococcus faecalis
E. faecalis es una especie bacteriana en forma de cocos ovalados no méviles y no
esporulados, con un didmetro que oscila entre 0.5 y 1 ym, dispuestos en pares o cadenas

cortas (Figura 6) .

Figura 6. Micrografia de E. faecalis obtenida por MEB 4.
E. faecalis puede formar colonias lisas, no transparentes, blancas o cremosas, en
placas de agar. Es catalasa negativa, oxidasa negativa, Gram-positiva y anaerobia

facultativa (Figura 7) .
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Catalasa negativa
Oxidasa negativa

Anaerobia facultativa

2K 2 2 2

Colonias en agar: circulares,

lisas, blancas, opacas y

cremosas

Enterococ_:cus
faecalis

Figura 7. Caracteristicas bioquimicas de E. faecalis. Fuente propia.

El género Enterococcus posee diferentes mecanismos para sobrevivir en
condiciones desfavorables, como en un entorno con poco oxigeno, con un pH alcalino, en
un amplio rango de temperaturas entre 10y 60 °C, con una salinidad elevada, con limitacion
nutrientes, e inclusive en concentraciones de NaCl al 6.5% “¢. Es uno de los primeros
colonizadores del intestino en nifios desde la primera semana de vida, y se mantiene en el
tracto gastrointestinal del 80% de los adultos, ademas, puede formar parte de la microbiota
normal de la cavidad oral, encontrandose en hasta el 20% de los individuos sanos, y de la
microbiota comensal de diversos animales, asi como en las plantas, suelo y agua #’. Puede
transmitirse por contacto con el entorno contaminado y a través de alimentos. Debido a su
capacidad para invadir las regiones extraintestinales por translocacion “¢, E faecalis puede
pasar de ser una bacteria comensal a patégena, por lo que es frecuentemente aislada de
infecciones del tracto urinario, cuadros septicémicos, infecciones de heridas y multiples
sitios anatdmicos, ademas de ser uno de los principales causantes de enfermedades
nosocomiales ® 4.

Entre los factores de virulencia més estudiados de E. faecalis se encuentran: la
sustancia de agregacion, adhesinas de superficie, acido lipoteicoico, superoxido

extracelular, y las enzimas proteoliticas: gelatinasa, hialuronidasa y citolisina. E. faecalis es
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capaz de sintetizar la proteina de superficie Esp, la cual se ha encontrado que favorece la
adhesion celular, la colonizacion y la evasion del sistema inmune. Ademas, es capaz de
sintetizar una metaloproteasa extracelular, la gelatinasa (GelE), la cual hidroliza gelatina,
colagena y hemoglobina del huésped. GelE contribuye a la adhesion bacteriana y a la
formacion de biopeliculas complejas, ademas de regular la autolisis y liberacion de ADN de
alto peso molecular. Otro factor de virulencia es Asal, que media la agregacion entre
bacterias y permite la transferencia de plasmidos. Ademas, posee la presencia del gen cylA,
el cual se encarga de sintetizar una proteina implicada en la activacién de la citolisina con
accion litica en varios tipos de células, de esta forma contribuyendo a la virulencia de E.

faecalis (Figura 8) 0 5%,

lysis of erythrocytes,macrophages,
and other host cells

cytolysin/hemolysin

t e '( biofilm formation
-< < .

immune evasion

enterococcal surface protein
(Esp)

O b D aggregation substance (Agg)

(Asa1 and Asa373)
colonization and adhesion

protease/gelatinase K

adhesion to and

survival in macrophagt internalization in
eukaroytic cells

transfer of plasmid

@——

degradation of specific host proteins
Figura 8. Factores de virulencia de E. faecalis 52.
El &cido lipoteicoico (ALT) es un componente estructural de la pared de E. faecalis,
y es considerado uno de los principales factores patdgenos mas importantes asociados a

esta bacteria, ya que desencadena respuestas inflamatorias y provoca dafios en los tejidos,
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aumenta la resistencia bacteriana a los péptidos antimicrobianos, los antibioticos o los
desinfectantes y actlla como receptor para la agregacion en la formacién de biopeliculas *3.

E. faecalis es capaz de adherirse irreversiblemente a superficies mediante la
formacion de una biopelicula que le confiere una resistencia adicional a los antibiéticos ° 4.
El género Enterococcus es naturalmente resistente o tolerante a varios antimicrobianos .
La resistencia natural de Enterococcus incluye algunos farmacos como cefalosporinas,
aminoglucésidos, macrélidos, sulfonamidas y clindamicina °¢. Sin embargo, puede ser
potencialmente resistente a todos los antimicrobianos usados en infecciones humanas.
Algunas cepas de E. faecalis se consideran dentro del grupo de las bacterias
multirresistentes, es decir, resistentes a tres 0 mas grupos de agentes antimicrobianos
(MDR, multidrug-resistant por sus siglas en inglés). La resistencia que presenta E. faecalis
a la vancomicina o a la teicoplanina suele ser preocupante debido al importante uso
terapéutico de estos antimicrobianos contra infecciones por bacterias MDR *’.

E. faecalis es considerado como el microorganismo mas comunmente asociado a
las infecciones endoddncicas post-tratamiento, siendo el aislado bacteriano mas
comunmente recuperado del conducto radicular *°. Una mala técnica de irrigaciéon y un
sellado incompleto de los canales radiculares, permite que esta bacteria sobreviva y se
esconda en los tlbulos dentinarios ®8. La capacidad de E. faecalis de tolerar condiciones de
estrés ambiental puede explicar su alta tasa de supervivencia a pesar del uso de

medicamentos en el conducto radicular (Figura 9) *°.
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Figura 9. Imagenes por SEM de bloques de dentina infectados por E. faecalis. El grupo
tratado con solucion salina (a y b) que muestra un gran nimero de bacterias adheridas con
membranas bacterianas intactas. El grupo tratado con clorhexidina (CHX) al 2% (c y d) muestra un
numero reducido de bacterias adheridas, ademas de células de E. faecalis lisadas ©°.

Por lo anterior, se han buscado alternativas diferentes para el control del crecimiento
de estas cepas bacterianas. Los biopolimeros y biomoléculas con potencial antimicrobianos
podrian representar una alternativa al uso de agentes terapéuticos antimicrobianos

convencionales para eliminar este tipo de patégenos altamente resistentes 5.

2.4 Biopolimeros

Los polimeros naturales o biopolimeros son materiales que proceden de diversos
recursos naturales, como el almidon, la celulosa, el quitosano, y de proteinas de origen
vegetal y animal. Se conoce como biopolimeros a las grandes macromoléculas formadas
por numerosas unidades repetitivas 62. Debido a sus caracteristicas como ser
biodegradables, biocompatibles, de bajo costo, gran abundancia y sostenibilidad, son utiles
para diferentes aplicaciones, como peliculas comestibles, emulsiones, materiales de
envasado en la industria alimentaria, y como materiales de transporte de farmacos,
implantes médicos, andamios de tejidos y materiales de vendaje en la industria

farmacéutica ®. Aunque, en general, no suelen tener propiedades antibacterianas
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intrinsecas (ya que se usan principalmente como vehiculo para algunos farmacos), se ha
demostrado que uno de estos biopolimeros, llamado quitosano, presenta capacidad

antibacteriana intrinseca .

2.4.1 Quitosano

El quitosano es un biopolimero natural o macromolécula, catalogado como el
segundo mas abundante en la naturaleza (después de la celulosa), de facil obtencion y bajo
costo, comunmente extraido de la desacetilacién (quimica o enzimatica, usando NaOH al
30-60%) de la quitina %, la cual es un componente extraido del exoesqueleto de crustaceos
e insectos, de conchas marinas y en hongos. El quitosano presenta una estructura lineal,
formada por unidades de glucosamina y N-acetil glucosamina unidas a través de enlaces
glucosidicos ®. Se ha descubierto que este biopolimero posee propiedades de
biocompatibilidad, es biodegradable, no téxico, antimicrobiano contra una gran variedad de
microorganismos (bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, y hongos). Ademas, se ha
demostrado que posee capacidades remineralizantes, mediante la induccién de la
deposicion de hidroxiapatita, y la nucleaciéon de cristales de calcio y fosfato ¢’. También
presenta efecto hemostatico, cicatrizante de heridas, regula la sintesis de fibroblastos y
colagena para acelerar la formacion de tejido de granulacion, aumenta la proliferacion de
células epiteliales y acorta el tiempo de curacion 8. Otra funcién es que actlla como
bioadhesivo, ya que al presentar una estructura porosa favorece la integracion y
vascularizacion del tejido, y provee una superficie quimica apropiada para la adhesién y

diferenciacion celular.

2.4.1.1 Accibén antimicrobiana
La accion antimicrobiana del quitosano se atribuye a una interaccion electrostaticas,

entre cargas positivas de los grupos aminos del quitosano que interactian con cargas
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negativas de la pared bacteriana, alterando la permeabilidad celular y provocando la fuga
de componentes proteicos intracelulares vy lisis celular (Figura 10) *°.

Electrostatic interactions between
chitosan and lipoteichoic acids can
disrupt fundamental aspects of the

Lipoteichoic acid A .' cell

\ 7"

Cell membrane\ o
Y

\ =
Peptidoglycan B

/ \  =chitosan Oligo-chitosan can penetrate the

/ = oligo-chitosan cell membrane, which leads to
intracellular responses

Figura 10. Modo de accién del quitosano contra bacterias Gram-positivas 6°.

La eficacia antibacteriana del quitosano se ve influida por diversos factores como
son el tipo de microorganismo blanco, el peso molecular (bajo, medio o alto) del compuesto,
el grado de desacetilacion (que va de la quitina al quitosano), el pH del medio, la solubilidad,
la hidrofilicidad del compuesto, etc . Sin embargo, se ha observado que la actividad
antibacteriana del quitosano aumenta a mayores temperaturas y a menor pH °. A pesar de
que los efectos antibacterianos del quitosano puro y sus derivados llegan a ser inferiores a
los de otros antimicrobianos comerciales, mdultiples estudios han demostrado que el
quitosano puro en combinacién con otros farmacos podria representar una estrategia eficaz

para mejorar sus propiedades antimicrobianas ™* 72,

2.5 Péptidos antimicrobianos

Es bien sabido que la destruccién tisular depende del equilibrio de los mecanismos
de proteccion del huésped "y uno de los mecanismos del sistema inmune para controlar
las infecciones orales es la produccion de moléculas antimicrobianas. Los péptidos

antimicrobianos (AMP’s por sus siglas en inglés) son moléculas relativamente cortas, que
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contienen entre 12 a 60 aminoacidos, cationicas e hidrofébicas, participan como medidores
y moduladores de la respuesta contra patdgenos y contribuyen de manera importante al
mantenimiento del equilibrio entre la salud y la enfermedad mediante mecanismos
antimicrobianos y actividad quimiotactica ’*. Actualmente, se reconoce un grupo
extremadamente diverso de péptidos antimicrobianos, hasta junio del 2022, en la web oficial
Antimicrobial Peptide Database (APD), se tenian registrados por lo menos 3,425 AMP’s
que participan en la respuesta inmune innata de los organismos multicelulares en general
> En los seres humanos se han reconocido hasta la fecha 147 péptidos de defensa que
son sintetizados en granulos de los neutréfilos 76. Entre sus principales funciones destacan
el regular la homeostasis de la microbiota oral, modular a las células de la respuesta inmune
y mejorar la cicatrizacion de heridas °.

Los mecanismos de accién de los péptidos antimicrobianos para lograr sus
diferentes funciones biol6gicas se pueden dividir en 3: objetivos extracelulares, incluyendo
la induccion de dafio a la membrana bacteriana por medio de la formacién de poros,
inhibicién de la sintesis de la pared celular de peptidoglicano, alteracion de la integridad de
la membrana y la neutralizacion de los factores de virulencia bacterianos extracelulares;
objetivos intracelulares, los cuales incluyen la interrupcién de la sintesis y funcion de
proteinas, inhibicion de la funcién del ADN; y finalmente objetivos inmunoldgicos, como la

induccion de la secrecién de citoquinas quimiotacticas 2 7.

251 LL-37
Las catelicidinas son proteinas que actlan como moléculas precursoras de
péptidos antimicrobianos tras su escisién proteolitica 8. La catelicidina con mayor
relevancia descrita en los humanos es la proteina hCAP, de la que se obtiene un péptido
denominado LL-37, encontrado en la region C-terminal de la proteina. La secuencia de LL-

37 consta de 37 aminoacidos e inicia con dos aminoacidos leucina-leucina (LL) en su
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extremo N-terminal ’°. En un pH neutro, posee una carga total de +6, es de comportamiento
anfipatico y presenta afinidad por las membranas fosfolipidicas. LL-37 se conforma por una
estructura a-hélice (Figura 11) 7°.

Human LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES

Nter ‘ N \

Figura 11. Secuencia y estructura de representacién en cinta del LL-37 humano

(estructura de alta calidad determinada por espectroscopia de resonancia magnética nuclear 3D)
79

Cter

LL-37 es el unico péptido de la catelicidina descubierto en humanos, posee una
amplia gama de propiedades como actividad antimicrobiana contra bacterias, virus, hongos
y parasitos 2. También es capaz de inhibir la formaciéon de biopeliculas bacterianas en
microorganismos resistentes a tratamiento con antimicrobiano. El espectro de actividad de
LL-37 incluye la activacién de la proliferacion celular, estimula la migracion de células
epiteliales y la promocién y cierre de heridas, contribuye con la homeostasis y regeneraciéon
de tejidos, regula la osteoclastogénesis y la resorcion 6sea, asi como la osteogénesis y la
formacion ésea &°; ademas, desempeiia un papel como inductor de la angiogénesis (Figura

12) 8,
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Figura 12. Propiedades de LL-37 en relacién con diferentes células y tejidos 8.

LL-37 es capaz de promover el crecimiento tumoral, segun el tejido de origen de las
células cancerosas, ya que en varios tipos de cancer se han observado diferencias en la
expresion de este péptido. En células de cancer de ovario, pulmén, mama y melanoma se
muestra un aumento en su expresion, mientras que en cancer gastrico y de colon disminuye
la produccién en esas células. Lo anterior implica que las acciones de LL-37 son especificas

para cada tejido 8.

2.5.1.1 LL-37enlacavidad oral

La expresion oral de LL-37 es un factor importante para la homeostasis oral. Los
péptidos de catelicidina se localizan en las glandulas salivales, el epitelio lingual y la mucosa
palatina de ratones, y en el conducto submandibular en humanos. LL37 también estimula
la migracién de las células de la pulpa dental humana para aumentar la regeneracion de los
complejos pulpa-dentina a través de la activacion del receptor de crecimiento epidérmico y
las vias de sefializacion de la quinasa N-terminal y la secrecion de factor de crecimiento
endotelial vascular, actuando tanto en las células endoteliales como en las células pulpares
para promover la angiogénesis y acelerar el proceso de cicatrizacion y curacion de la lesion
pulpar 8. LL-37 posee un efecto antibiopelicula reduciendo la adhesion de las bacterias a

la superficie dental, asi como interfiriendo en el grosor de la biopelicula #. Es importante
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destacar que el LL-37 proporciona un gran efecto inhibidor sobre las bacterias
colonizadoras primarias, es decir, el complejo amarillo-naranja, mientras que el complejo
rojo patégeno suele ser mas resistente al LL-37, produciendo proteasas para inactivarlo .
LL-37 también permite la migracion de los fibroblastos del periodonto al lugar de la
inflamacién, y estimula la liberaciéon de IL-8, IL-6 y otros factores de crecimiento que

estimulan la regeneracion de los tejidos periodontales 8,

2.5.1.2 Accibén antimicrobiana

La mayoria de los efectos antimicrobianos directos de LL-37 se le atribuyen a su
estructura a-hélice y a sus propiedades cationicas e hidrofébicas. La hélice N-terminal se
relaciona con la quimiotaxis y con la resistencia a la protedlisis, mientras que la hélice C-
terminal es responsable de los efectos antimicrobianos. LL-37 recubre la membrana
microbiana y la perfora, provocando la formacién de poros y lisis celular. LL-37 se fija
basicamente a las membranas celulares que contienen lipopolisacaridos (Gram-negativo),
0 acido teicoico con carga negativa (Gram-positivo). Por otro lado, su accién antivirica se
debe a su interaccién con la envoltura de la membrana y la capside proteica. Ademas,
induce la autofagia en los monocitos/macréfagos humanos para destruir patdgenos

intracelulares 1.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

S. aureus y E. faecalis son dos de los microorganismos aislados en la cavidad oral
con gran resistencia a tratamientos tradicionales; ambas bacterias son Gram positivas,
aerobias facultativos, caracterizadas por sobrevivir en condiciones de estrés ambiental
(bajos nutrientes, cambios de pH, cambios de temperatura, poseer resistencia en
condiciones de anaerobiosis, etc.) y causantes de infecciones recurrentes debido a sus
genes de resistencia y su capacidad de formacién de biopeliculas complejas. E. faecalis es
de las principales bacterias encontradas en gran numero de fracasos endodoncicos,
mientras que S. aureus es considerado uno de los principales colonizadores de implantes
dentales y se relaciona con el fracaso de estos. Los antibidticos han sido el tratamiento de
eleccién durante muchos afios para las infecciones bacterianas, sin embargo, estos han
perdido gradualmente su capacidad antibacteriana debido a la aparicion de resistencia
microbiana derivado su uso indiscriminado y en grandes cantidades, por lo que es necesario
encontrar nuevos tratamientos con poca o0 casi nula resistencia y con un gran espectro
antibacteriano, al respecto, la utilizacion de biopolimeros naturales como el quitosano o del
péptido antimicrobiano LL-37, representan una estrategia eficaz para el control del

crecimiento de estas cepas de importancia médica-odontoldgica.

4 JUSTIFICACION

La resistencia a los antibi6ticos es un problema cada vez mayor al que se enfrentan
los sectores de la atencién a la salud, incluida la odontologia. La creciente aparicion de
cepas multi-resistentes en las Ultimas décadas representa una grave amenaza para el
control microbioldgico y enfatiza la necesidad de aplicar nuevas moléculas antibacterianas
para combatir infecciones. Los AMP’s como LL-37, muestran una potente eficacia contra
una gran cantidad de microorganismos, por lo que se les ha considerado como posibles

agentes terapéuticos . Los AMP’s son componentes del sistema inmune innato en los
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seres vivos, siendo la primera linea de defensa; presentan un amplio rango de patégenos
susceptibles (bacterias, hongos y virus) con la ventaja de no inducir resistencia en estos,
por lo cual logran actuar en cepas multirresistentes, ademas de poseer caracteristicas con
las cuales les es posible revertir esta resistencia en ciertas bacterias mediante la
destruccién de la membrana externa facilitando el ingreso de farmacos a sus dianas
intracelulares. Por otro lado, el quitosano es un biopolimero antibacteriano, biocompatible
y biodegradable. Diversos informes demuestran que el quitosano en forma de hidrogel/gel
tiene un gran potencial para su uso en aplicaciones farmacéuticas y médicas, esto debido
a sus propiedades mucho-adhesivas, de liberacion prolongada, formacion de pelicula,
aceleracion de la cicatrizacién y buena absorcién. Este biopolimero es frecuentemente
utilizado como vehiculo o sistema de administraciéon de farmacos, por lo que su uso en
conjunto con LL-37 representa un tratamiento prometedor en odontologia, tomando en

cuenta las ventajas de estos compuestos.

5 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Quitosano y el péptido LL-37 tienen efecto antibacteriano sobre las cepas de importancia

médico-odontolégica: Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis?

6 HIPOTESIS

Quitosano y el péptido LL-37 poseen un efecto antibacteriano sobre las cepas de

importancia médico-odontolégica: Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis.

7 OBJETIVOS
7.1 General.
Evaluar el efecto antibacteriano de quitosano y el péptido LL-37 sobre dos cepas de

importancia médico-odontolégica: S. aureus y E. faecalis.
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7.2 Especificos.

1. Evaluar el efecto antibacteriano de quitosano y el péptido LL-37 sobre cepas de S.
aureus y E. faecalis en cultivos en placas de agar mediante antibiogramas.

2. Evaluar el efecto antibacteriano de quitosano y el péptido LL-37 sobre cepas de S.

aureus y E. faecalis en cultivos en caldo mediante espectrofotometria.

8 MATERIALES

8.1 Recursos humanos:
e Tutoray asesor de tesis.
e Tesista estandarizada para el manejo de los equipos de laboratorio y
realizacion de pruebas bacterianas.
8.2 Recursos materiales para el cultivo de microorganismos:
e Cepas bacterianas (S. aureus y E. faecalis).
e (Camara de incubacion Felisa 35 °C.
e Incubadora orbital con control de temperatura.
e Placas de agar HK y cerebro-corazon.
e Asas bacteriolégicas.
e Tubos de caldo enriquecidos HK.
e Micropipetas de 10 uL, 20 pL y 200 pL.
e Puntas de pipetas.
e Tubos Falcon.

e Mechero.

8.3 Recursos materiales las pruebas de inhibicion bacteriana:
e Camara de incubacion Felisa 35 °C.
e Camara de incubacion Cleaver 35 °C.
e Espectrofotometro.
e Lector de microplacas (Filter Max F5 Multi-Mode, Molecular Devices).
e Placa de 96 pozos estériles (Corning™ clear-poliestireno).
e Pelicula elastica Reynolds.
e Microtubos de 1.7 mL
e Placas de agar HK.

e Tubos de caldo enriquecidos HK.
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e Tubos Falcon.

e Micropipetas de 10 pL, 20 pL y 200 pL.
e Puntas de pipetas (azules y amarillas).
e Pipetas Pasteur.

e Asas bacterioldgicas.

e Mechero.

9 DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

Todos los ensayos se realizaron en el laboratorio de Biointerfases de la Division de

Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM.

9.1 Compuestos evaluados

Se prepararon hidrogeles al 1% y 2%, mezclando quitosano (peso molecular medio,
y con un 75-85% de desacetilacion; SIGMA Aldrich, USA) en acido acético al 1%; esta
solucion fue filtrada por una membrana de 0.22 ym y se dejé en agitacién constante a
temperatura ambiente durante 24 hrs hasta su completa disolucién. La solucién con el
hidrogel se mantuvo a 4°C hasta su empleo experimental. Mientras que el péptido LL-37

fue adquirido en VWR-AnaSpec (No. de catalogo: 103006-556).

La tabla 1 presenta los compuestos que fueron probados en este estudio, mientras que la
tabla 2 presenta las caracteristicas de las especies bacterianas que fueron evaluadas.

Tabla 1. Compuestos analizados.

Quitosano al 1% y 2% Hidrogel
LL-37 al 1y 10 pg/uL Liquida

Tabla 2. Cepas de referencia que fueron utilizadas para determinar la efectividad

antimicrobiana de los compuestos evaluados:
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Staphylococcus Infecciones oportunistas y

25923 + aerdbica asociadas a dispositivos
aureus oo
biomédicos.
Enterocopcus 29212 + facultativa Infecmongs endoq_onucas,
faecalis periimplantitis.

9.2 Pruebade actividad antibacteriana en placas de agar (Antibiograma).

Las especies bacterianas empleadas para las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana provienen de cultivos liofilizados del American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, USA). En el caso de E. faecalis, esta cepa fue crecida en agar
enriguecido cerebro-corazon, suplementado con 0.3 uyg/mL de menadiona (C11H802,
(vitamina K), 5 yg/mL de hemina y 5% de sangre de carnero desfibrinada a 35°C en una
camara de incubacion Felisa durante 24 horas.

Por otra parte, S. aureus fue cultivada en agar enriquecido TSA (agar soya
Tripticasa), suplementado con 0.3 pg/mL de menadiona y 5 ug/mL de hemina, en una
incubadora a 35°C, durante 24 horas. Cada una de las cepas se propagé y transfirié hasta
obtener cultivos puros.

Las pruebas de antibiograma se realizaron como se describe a continuacion. De
cada cepa en cultivo puro, se recolect6 el crecimiento de la superficie del agar y se coloco
en tubos con caldo enriquecido cerebro-corazén o TSB, suplementado con 0.3 pg/mL de
menadiona y 5 ug/mL de hemina. Posteriormente, se ajusto la densidad 6ptica (OD por sus
siglas en inglés) de cada tubo a 1 en un espectrofotometro con longitud de onda de 600 nm
para obtener el mismo nimero de células/mL en cada ensayo. De la solucion ajustada a
OD = 1 de cada cepa bacteriana, se transfirieron 100 uL a placas de Petri con agar
enriquecido, segun el tipo de microorganismo y fueron esparcidos de manera homogénea
en la superficie de agar, por medio de la técnica de sembrado en pasto. Una vez esparcida

la suspension con los microorganismos, se colocaron cinco discos de papel Whatman; cada
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uno de ellos fue embebido con cada uno de los compuestos a evaluar. Ademas, un disco
fue embebido en una solucién clorhexidina al 0.2 % (CHX) (Control positivo) y otro disco
fue embebido en agua bidestilada estéril (Control negativo).

Las cajas de Petri sembradas con cada una de las cepas y con sus respectivos
discos, se incubaron durante 24 horas a 35°C en una camara de incubaciéon Felisa. Todos
los experimentos se realizaron por triplicado.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se realizdé el examen visual de los
halos de inhibicion presentes en cada una de las cajas de Petri. La medicion de cada uno
de los halos de inhibicion se registr6 en milimetros (mm) utilizando el analizador de

imagenes aColyte 3, Symbiosis.

9.3 Prueba de actividad antibacteriana en caldo.

En placas de 96 pozos estériles (Corning™ clear-poliestireno) se colocaron el
quitosano ajustado al 1y 2% y el péptido LL-37 a una concentracion final de 1y 10 pg/pL
adicionados con cada especie bacteriana seleccionada, ajustada a una concentracion de 1
x 10° células bacterianas (Tabla 2), cada ensayo se realizé por triplicado. Como controles
positivos (+) se utilizé clorhexidina al 0.20% y como control negativo medio de cultivo liquido
con cepa bacteriana. Las placas de 96 pozos se incubaron en aerobiosis en una camara
Cleaver a 35 °C durante 24 horas, en plataforma de agitacién a 160 rpm, a las condiciones
especificadas previamente. Después de ese periodo de tiempo las placas se leyeron con el

lector de microplacas (Filter Max F5 Multi-Mode, Molecular Devices) a una A = 600 nm.

9.4 Andélisis estadistico

Los resultados se promediaron por triplicado y se compararon en par con respecto
al promedio de los controles positivos, por cepa individual, por medio de la prueba
estadistica paramétrica T de Student, con paquete estadistico SPSS y ajuste de

comparaciones multiples por triplicado, con un intervalo de confianza del 95%. Todos los
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datos, tanto de la medicién de los halos de inhibicion como los valores de OD 600, se
capturaron en una base de datos en Excel dénde se graficaron los promedios y el error

estandar de la media (EEM) de cada ensayo y se colocaron las significancias obtenidas.
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10 RESULTADOS

10.1 Efecto antibacteriano de quitosano y el péptido LL-37 sobre cepas de S.
aureus y E. faecalis en cultivos en placas de agar (antibiogramas).

A continuacion, se presentan los resultados de S. aureus y E. faecalis obtenidos

mediante las pruebas de antibiograma. La figura 13 muestra los promedios de los halos de

inhibicion bacteriana en milimetros de cada uno de los compuestos analizados.

S. aureus
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Figura 13. La grafica muestra el promedio en milimetros de los halos de inhibicién de cada
compuesto sobre la cepa S. aureus.

Como se puede observar el compuesto que mostré mayor efecto antimicrobiano fue LL-37
a una concentracion de 10ug/pL con un halo de inhibicion de £7.4mm (7.4 £ 2.8 mm),
seguido de CHX a una concentracién de 0.2% (5.3 £ 1.3 mm), sin encontrarse diferencia
estadisticamente significativa entre ambos compuestos evaluados (p = NS). También se
encontr6 que LL-37 a una concentracién de 1ug/pL mostré6 una menor inhibicién del
crecimiento de S. aureus (0.9 + 0.9 mm). Finalmente, quitosano evaluado al 1% y 2% mostro
una inhibicibn microbiana de *1.6mm (1.6 + 0.9 mm) y +0.6mm (0.6 £ 0.5 mm)

respectivamente (p = NS).
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E. faecalis
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Figura 14. La grafica muestra el promedio en milimetros de los halos de inhibicién de cada
compuesto sobre la cepa E. faecalis.

En la figura 14 se observa que el compuesto que presentdé mayor inhibicién contra E.
faecalis fue quitosano al 1% con un halo de £1.3mm (1.3 £ 0.6 mm), seguido de CHX al
0.2% con un halo de £0.5mm (0.5 + 0.4 mm), sin embargo, no se observé diferencia
estadisticamente significativa entre ambos compuestos (p = NS). Los grupos
experimentales de LL-37 en las concentraciones de 1ug/uL y 10 upg/uL no presentaron
efecto antibacteriano, lo mismo sucedié con quitosano al 2%, que no presentd inhibicién

contra la cepa E. faecalis.

10.2 Efecto antibacteriano de quitosano y el péptido LL-37 sobre cepas de S.
aureus y E. faecalis en cultivos en caldo.

A continuacién, se observan los resultados derivados de la evaluacién del efecto

antimicrobiano de los diferentes compuestos evaluados sobre las cepas S. aureus y E.

faecalis en caldo. La figura 15 el efecto en el crecimiento bacteriano de los diferentes

compuestos evaluados sobre la cepa bacteriana S. aureus.
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Figura 15. Crecimiento bacteriano en cada compuesto evaluado. De izquierda a derecha: dilucion
bacteriana (control negativo); clorhexidina al 0.20% (control positivo); LL-37 a 1 pg/pL y LL-37 a 10
Mg/uL; quitosano al 1% y quitosano al 2%.

En la figura anterior se puede observar que todos los compuestos evaluados lograron inhibir
el crecimiento bacteriano de la cepa S. aureus. El compuesto que mostré6 mayor efecto
antibacteriano fue LL-37 en la concentracion de 10 pg/uL, disminuyendo de 2.5x102 (valor
de la dilucién bacteriana) a 4.6x10” (p< 0.01). Ademas LL-37 de 10 pg/uL mostré una
diferencia estadisticamente significativa con la inhibicion bacteriana lograda por LL-37 en
la concentracion de 1 pg/uL (1.6x108) (p< 0.01), y con quitosano al 1% (1.4x108) (p< 0.01).
Por otro lado, el efecto antibacteriano logrado por el hidrogel quitosano al 2% (2.2x108)

presento diferencias estadisticamente significativas con el quitosano al 1% (p< 0.05) y con

CHX al 0.20% (1.2x108) (p< 0.05).
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Figura 16. Crecimiento bacteriano en cada compuesto evaluado. De izquierda a derecha: dilucion
bacteriana (ajustada una concentracién de 1 x 108 células), dilucion mas clorhexidina al 0.20%,
dilucion méas LL-37 a 1 ug/pL, diluciébn més LL-37 a 10 pg/uL, dilucidon mas quitosano al 1% y dilucion
mas quitosano al 2%.

Finalmente, en la figura 16 se observa el efecto en el crecimiento bacteriano de los
diferentes compuestos evaluados sobre la cepa bacteriana E. faecalis. Como se puede
apreciar, el numero de células bacterianas disminuyé considerablemente con la CHX al
0.20% (1.4x10%) y con el quitosano al 1% (2.7x10%), sin encontrarse diferencias
estadisticamente significativas entre la inhibicion bacteriana lograda por ambos
compuestos (p= NS). Podemos notar que la mayor disminucién del nimero de células se
dio con quitosano al 1%, de 2.8x108 (dilucién bacteriana) a 1.3x108. Por otro lado, LL-37 a
1 ug/uL redujo el crecimiento bacteriano a 2.7x10%, mostrando una diferencia
estadisticamente significativa con la inhibicion observada lograda por CHX 0.20% (p< 0.05).
La inhibicion bacteriana lograda por LL-37 a 10 pg/pL fue significativa cuando se comparo
con la inhibicién del crecimiento bactriano logrado por quitosano 1% (p< 0.05). Finalmente,

el hidrogel de quitosano al 1% logré una mayor inhibicion del crecimiento bacteriano en

comparacion con dicho compuesto al 2% (2.4x108) (p< 0.01).
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11 DISCUSION

El presente proyecto de investigacion tuvo como objetivo principal evaluar el efecto
antibacteriano del quitosano y del péptido LL-37 sobre dos cepas de importancia médica-
odontolégica: S. aureus y E. faecalis. Para cumplir con este objetivo, se evalué la inhibicién
bacteriana de los compuestos de interés (quitosano al 1% y 2%, LL-37 al 1 y 10 pg/pL),
sobre las cepas antes mencionadas, todo esto analizado mediante ensayos de
antibiograma sobre placas de agar y ensayos de dilucion en caldo.

Se evaluaron estos agentes antimicrobianos (LL-37 y quitosano) con el objetivo de
estudiar su posible comportamiento frente a las cepas bacterianas seleccionadas. Es
importante mencionar que los dos compuestos evaluados presentan un mecanismo de
acciéon muy similar contra bacterias, siendo de naturaleza catidnica, lo que quiere decir que
actlan sobre las membranas bacterianas, debido a la superficie anionica de dichas
membranas, induciendo la formacién de poros.

LL-37 es un péptido que presenta un amplio espectro de accién que incluye no solo
a bacterias, sino también a hongos y virus, se menciona que su cualidad antimicrobiana se
debe a su carga neta positiva. Algunos estudios demuestran que evita la formacion de
biopeliculas e incluso puede interrumpir biopeliculas maduras de 24 hasta 48 horas, de
bacterias como S. aureus 2. Sin embargo, se menciona que LL-37 ha presentado algunas
desventajas para su uso clinico, como lo son, su débil estabilidad en algunos medios
biol6gicos, presenta digestion proteolitica en diferentes fluidos corporales, interacciones
pobres con macromoléculas del huésped, toxicidad potencial y un elevado costo, lo que
puede interferir con sus potenciales usos en odontologia 8" 8

Por otro lado tenemos al quitosano, un biopolimero obtenido de los crustaceos y de
facil produccion. Este biopolimero presenta multiples usos debido a sus excelentes
caracteristicas fisicoquimicas. Ha sido empleado en distintos campos, como el tratamiento

de aguas residuales, alimentos y bebidas, cosméticos, agroquimicos, cultivo celular, textiles
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y dispositivos médicos 8. En el area de la medicina se utiliza para la fabricacion de suturas
biodegradables, membranas, sustituyente artificial de piel, agente cicatrizante, liberador de
farmacos, transporte de agentes anticancerigenos, por mencionar algunos %. Mdltiples
estudios mencionan que el quitosano en forma de hidrogeles tiene un gran potencial en
aplicaciones farmacéuticas y médicas °% °2. Las caracteristicas favorables del quitosano
hacen posible incorporarlo en la fabricacion de distintos materiales en odontologia, donde
es utilizado en implantologia, endodoncia, odontologia restauradora, para la
remineralizacion de los tejidos dentarios y para mejorar las propiedades mecénicas de la
dentina. Ademas, se ha utilizado para el tratamiento de la periodontitis, incluida en la
regeneracion ésea y para la administracion de farmacos °. Diversos articulos mencionan
la capacidad antibacteriana del quitosano contra microorganismos planctonicos, y aunque
existe poca informacion relacionada contra su efecto sobre la adhesion bacteriana, el
quitosano ha mostrado un fuerte efecto inhibitorio en la formacién de biopeliculas de
algunos de los principales patégenos periodontales, conservando su actividad
antimicrobiana hasta después de 168 horas, y contra biopeliculas de co-cultivos, lo que
indica que interfiere en la coagregacion bacteriana %4,

Con respecto a los resultados obtenidos mediante la prueba de antibiograma en
cepas de S. aureus, vimos que esta bacteria fue mucho méas sensible a LL-37, pero
Unicamente al aumentar la concentracion a 10 pg/uL, presentando incluso mejor efecto que
CHX al 0.20%. Este efecto inhibitorio de LL-37 coincide con lo reportado previamente por
Pavelka y cols. quienes mostraron que S. aureus es sensible a LL 37 a partir de una
concentracion de 0.5 pg/pL *°. Ademas, LL-37 in vitro ha reportado tener un gran efecto
antibacterial contra esta S. aureus, previniendo y evitando la formacién de biopeliculas °:
% En cuanto a los resultados de quitosano se puede ver que a pesar de tener efecto
antibacteriano, sobre todo en la concentracion de 1%, este no fue significativo, lo que puede

deberse a la colocacion del hidrogel de quitosano en el antibiograma, ya que este no
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difundié en los discos de papel de la misma manera que los compuestos completamente
liguidos, ademas la literatura reporta que el efecto antibacteriano de quitosano puede verse
influenciado por su grado de desacetilacion, su peso molecular y otras modificaciones %,
por lo que estos resultados no son del todo concluyentes, debido a que otros autores han
reportado que el quitosano presenta buenos resultados inhibitorios contra S. aureus *°
siendo capaz de inhibir el crecimiento planctonico, inhibir la formacion de biopeliculas,
reducir la viabilidad bacteriana e interrumpir biopeliculas ya establecidas de S. aureus 1.

Al analizar los resultados de los antibiogramas de E. faecalis, notamos que, ademas
de quitosano al 1 % y CHX al 0.20% (usada como control positivo), ninguin otro compuesto
presentd efecto antibacteriano. En cuanto a la nula inhibicién del péptido LL-37 contra esta
bacteria, Zhang y cols. han mencionado que E. faecalis parece ser resistente al efecto de
LL-37 y otros péptidos antimicrobianos ! y esta resistencia puede deberse a diversas
razones. Se especula que algunas proteinas asociadas la superficie de E. faecalis,
desconocidas, pudieran dificultar el acceso de los péptidos a la membranas citoplasmaética.
También se ha informado que la gelatinasa de E. faecalis puede escindir a LL-37 12, Sin
embargo, quitosano al 1% logré obtener una respuesta positiva inhibiendo a E. faecalis,
presentando buenos resultados en distintos estudios. Aunque de igual manera, la
efectividad antibacteriana de este compuesto contra E. faecalis se ve modificada
dependiendo del peso molecular y de otras caracteristicas como su concentracion %, siendo
en este estudio mas efectiva la concentracion de quitosano al 1%.

Con respecto a los ensayos de dilucion bacteriana de S. aureus en caldo,
confirmamos lo presentado en los resultados de los antibiogramas, observando que el
compuesto con menor crecimiento bacteriano fue LL-37 en concentracion de 10 pyg/uL con
una reduccion bastante significativa del nimero de células bacterianas, seguido por CHX
al 0.20% y quitosano al 1%. Por lo tanto, LL-37 ha demostrado un buen efecto

antibacteriano contra S. aureus, coincidiendo con diversos articulos % 193,
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En los resultados de crecimiento bacteriano en diluciones de E. faecalis, podemos
observar que el compuesto con menor crecimiento bacteriano fue quitosano al 1%
(1.3x108), bastante similar al resultado de CHX al 0.20% (1.4x108), lo cual confirma su
efecto inhibitorio contra esta cepa. Por otro lado, notamos que los demas compuestos en
este experimento, si presentaron efecto antimicrobiano, lo que puede deberse a que en las
diluciones en caldo las moléculas interactian de mejor manera con las células; aunque esta
inhibiciébn presentada sigue siendo minima y no es comparable con la observada en

quitosano al 1%.
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12 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que tanto S. aureus como E. faecalis
son cepas bacterianas con alta resistencia a antimicrobianos, asociadas a diversas
enfermedades de la cavidad oral, por lo que es importante encontrar nuevas alternativas de
tratamiento. El presente trabajo permitié estudiar el comportamiento de dos compuestos
antimicrobianos (quitosano y LL-37) a distintas concentraciones y observar su efecto en las
cepas bacterias antes mencionadas.

De acuerdo al presente proyecto, los compuestos con mayor efecto inhibitorio en el
crecimiento de S. aureus fueron LL-37 y seguido por quitosano al 1%, confirmado por las
pruebas de antibiograma y dilucién en caldo. Mientras que la cepa de E. faecalis fue méas
resistente a los antimicrobianos, siendo el compuesto de quitosano el Gnico que mostrd
efecto antibacteriano, después de CHX (control positivo), cuando se evalu6 en dilucion
bacteriana en caldo, se confirmd el hallazgo obtenido en los antibiogramas.

LL-37 es un péptido que ha presentado buenos resultados antibacterianos reportados en la
literatura, sin embargo por su alto costo, no nos es posible realizar una gran cantidad de
ensayos para probar su efecto. En contraparte, quitosano, que es un biopolimero de facil
obtencién, menor costo y buena respuesta inhibitoria, se podria considerar como una mejor
opcidn para continuar estudiando sus propiedades y su uso en odontologia.

Con respecto a los antibiogramas realizados, es importante mencionar que la
difusion de los compuestos en los discos de papel, generé variabilidad en los halos de
inhibicion, esto debido al uso de formas semiliquidas como lo son los hidrogeles de
guitosano; ademas de que la inoculacion de los microorganismos en las placas Petri no fue
totalmente uniforme en ciertas zonas por lo que la lectura de los halos de inhibicion fue
menos precisa en algunos casos. Sin embargo, el estudio de dilucién bacteriana en caldo

analizado mediante espectrofotometria, nos permiti6 comparar y confirmar los resultados
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ya obtenidos. Las variaciones en los resultados nos permiten apreciar la curva de
aprendizaje obtenida del presente proyecto.

La resistencia antimicrobiana de E. faecalis observada en el presente estudio, nos incentiva
a seguir estudiando los mecanismos de virulencia de esta cepa para conocer las razones

de su comportamiento frente a los distintos compuestos evaluados
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