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Resumen y palabras clave

Los procesos cariogénicos son la principal enfermedad de la cavidad bucal y afectan a
miles de millones de personas en todo el mundo. Streptococcus mutans habita de forma
natural en la cavidad bucal humana y es la bacteria predominante en las caries. Es capaz
de crear un ambiente favorable para el crecimiento de otras especies, junto a las cuales
establece un biofilm multiespecie. La formacion de este biofilm permite aumentar la
persistencia y la viabilidad celular de las bacterias en la placa dental. Debido al aumento
de la aparicion de resistencias a antibidticos, urge el estudio y uso de alternativas que
permitan defendernos frente a los microorganismos patdégenos. Una de las alternativas
estudiadas en los ultimos afios son los ésteres de aminas biciclicas, como es la promazina.
En este trabajo, se estudia el potencial antimicrobiano de la promazina y sus efectos en la
morfologia y viabilidad de S. mutans.

Palabras clave: Streptococcus mutans, caries, cariogénicos, biofilm, promazina,
crecimiento, viables.

Abstract and keywords

Cariogenic processes are the main infectious oral cavity diseases, from which billions of
people all over the world suffer. Streptococcus mutans naturally inhabits the human oral
cavity and it is the predominant bacteria in caries formation. This is due to its ability to
create an advantageous environment for other species’ growth, with which it establishes
a multispecies biofilm. These biofilms enhance the persistence and cell viability of
bacteria in the dental plaque. As antibiotic resistance continues to rise, the study and use
of alternative compounds to defend against pathogenic microorganisms is imperative.
One of the many alternatives is esters of bicyclic amines, such as promazine. In this
project, the antimicrobial potential of promazine and its effects on the morphology and
viability of S. mutans are studied.

Keywords: Streptococcus mutans, caries, cariogenic, biofilm, promazine, growth, viable.
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1. Introduccioén
1.1. Streptococcus mutans

Streptococcus mutans es una bacteria anaerobia facultativa, acidogénica y acidurica, es
decir, es capaz tanto de producir acido como de tolerarlo (Abranches et al., 2018). Es un
coco Gram positivo, no posee flagelo y no es mévil. Es una bacteria acido-lactica, por lo
que su produccion de energia se basa exclusivamente en la fermentacion de azucares. Se
caracteriza por ser capaz de metabolizar una gran variedad de carbohidratos.

Fue aislada por primera vez por J. Clarke en 1924 a partir de una caries dental. Le otorgo
el nombre mutans debido a que los estreptococos presentan una forma de coco, pero la
forma de estas bacterias era ovalada (Fig. 1) y concluyd que era una cepa mutante del
género Streptococcus.

Streptococcus mutans se caracteriza por ser un patégeno bucal, siendo uno de los
principales causantes de la placa dental. Algunas de sus cepas son capaces de causar otras
patologias extraorales como endocarditis infecciosa o bacteriemia (Lemos et al., 2019 y
Ojeda-Garcés et al., 2013), debido a su baja antigenicidad que les permite mantenerse en
el torrente sanguineo por mas tiempo.

Segun la composicion de los polisacaridos de ramnosa-glucosa de la superficie, las cepas
de S. mutans se clasifican en 4 serotipos: ¢, e, 'y k; siendo el mas abundante (>75%) en
la cavidad bucal humana el serotipo ¢ y el menos abundante y cariogénico, el serotipo k.

Figura 1. Imagen en microscopio electronico de barrido
de Streptococcus mutans (Teanpaisan et al., 2014)



1.2. Caries y biofilms

Las caries son una de las enfermedades bucodentales més comunes e importantes,
afectando a practicamente pacientes de todos los grupos de edad. Se trata de una infeccion
contagiosa causada por la interaccion entre los microorganismos orales, la dieta y
complejos factores relativos al hospedador (Priya et al. 2023).

Los biofilms son comunidades de microorganismos que se desarrollan adheridos a una
superficie y se encuentran integrados en una matriz extracelular. La formacion de biofilms
supone una serie de ventajas frente a la forma planctonica, como proteccion frente a estrés
ambiental, el sistema inmune o antimicrobianos. El desarrollo del biofilm incluye tres
procesos: la adhesion de las bacterias a una superficie o entre ellas, la division celular y
produccion de matriz extracelular y la dispersion del biofilm. El cambio de bacteria
planctdnica a biofilm sucede en respuesta a situaciones ambientales y a sefiales quimicas
entre la comunidad bacteriana, que favorecen la produccioén de adhesinas y compuestos
de la matriz extracelular (Tolker-Nielsen, 2014; Solano et al. 2014). Esta comunicacion
entre bacterias se denomina quorum sensing (QS). Consiste en un mecanismo de
comunicacion intercelular mediante el uso de pequenas moléculas que se producen en
respuesta a la densidad poblacional o ambientes desfavorables. De esta manera, se
controla la expresion de ciertos genes, entre los cuales destacan genes relacionados con
la tolerancia a ambientes acidos y con el desarrollo de caries (Bojanich y Orlietti, 2020).

S. mutans habita principalmente en la cavidad bucal humana, formando biofilms en la
superficie de los dientes, denominada placa dental. Aunque los biofilms de las caries son
multiespecie, S. mutans presenta diferentes caracteristicas que le hacen destacar en estas
formaciones y ser el microorganismo predominante.

Algunos de los factores de virulencia mas importantes que le otorgan a S. mutans su
potencial cariogénico son:

a) Produce glucosiltransferasas que catalizan la sintesis de polisacaridos
extracelulares (EPS) a partir de la glucosa. Estos son polisacaridos insolubles que
permiten la adhesion a la superficie dental y la acumulacion para formar biofilms
(Li et al., 2020).

b) Su acidogenicidad, que implica el transporte y metabolismo de gran variedad de
carbohidratos a acidos organicos, permite generar un pH medio-bajo y un
ambiente adecuado para el desarrollo de otras especies acidogénicas y aciduricas
(Lemos et al., 2019).

c) Su capacidad para crecer bajo condiciones de estrés ambiental, especialmente a
pH bajo.

d) La adherencia a la superficie de los dientes para la formacion del biofilm y la
produccién de bacteriocinas (Priya et al., 2023).



Cuando S. mutans se encuentra formando biofilms bucales y en condiciones anaerdbicas,
utiliza carbohidratos como fuente principal de energia y produce acidos lactico,
propionico, acético y féormico, causando una acidificacion de la zona (Fig 2). Estos acidos
atraviesan la placa dental y se dirigen al esmalte, generando la liberacion de iones fosfato
y calcio del hidroxiapatito que forma el esmalte, causando el proceso de
desmineralizacion (Ojeda-Garcés et al., 2013).

ECOLOGICAL AND STRUCTURAL SHIFTS

NON-CARIOGENIC BIOFILM CARIOGENIC BIOFILM

Neutral pH Acidic pH

Mutacins Mutacins

-

=
£°1
-

- -

EPS-rich matrix

= el
P a2

=

< od
TNER
4 A ,/'EJ!T;‘J
" = o Yu/
e e .
5 ” g
salivary pellicle &= YIS,
TOOTH ENAMEL
Altered metabolic fitness and virulence
) \ | e X
i , AR A £ iy

Glycolysis s
5 2N

) — T‘-' — Sucrose ©
Oral i Loctic acid _ GTF
S.mutans o mensals  Gtfs Glucans GBPs eDNA ey

Figura 2. Formacion del biofilm e interaciones de S. mutans con otras especies
(Lemos et al., 2019)

Existen compuestos como el fliior que pueden disminuir la gravedad y la incidencia de la
caries. Se trata de un agente cariostatico que inhibe la desmineralizacion y actividades
bacterianas como la produccion de 4cido, la tolerancia a este o la formacion de EPS (Li
et al., 2020).

El desafio de las caries dentales se afronta principalmente desde la prevencion con una
buena salud bucodental, utilizando dentifricos fluorados dos veces al dia. A pesar de la
gran accesibilidad de los productos como los dentifricos, el acceso a una buena salud
bucodental no es universal y un gran porcentaje de la poblacion sufre este tipo de
afecciones. Segun datos de 2021 del Institute for Health Metrics and Evaluation, 2240
millones de personas presentan caries en dientes permanentes, mientras que 520 millones
las presentan en dientes de leche.



1.3. Promazina

La promazina es un derivado de la fenotiazina. Es un compuesto organico con dos anillos
de benceno unidos mediante un atomo de azufre y uno de nitrégeno, con una cadena
lateral de tres carbonos terminada en un grupo dimetilamina (Fig. 3). Pertenece a la
familia de las aminas terciarias aromaticas biciclicas (PubChem).

La promazina es un medicamento que se utiliza en algunos paises como neuroléptico,
antipsicotico, como tratamiento complementario para la agitacion psicomotriz o como
anestésico débil. Por tanto, dado que es un compuesto conocido y que ya ha sido estudiado
para otros usos, es interesante su posible aplicacion como antimicrobiano.

Diversos estudios han demostrado que los compuestos derivados de la fenotiazina y los
ésteres aromaticos de aminas biciclicas ejercen un efecto antimicrobiano (Pertusa
Barberd, 2019; de Gracia Retamosa et al., 2015). Los mecanismos por los que esto sucede
son varios. En primer lugar, a bajas concentraciones son capaces de potenciar el efecto
de otros antibidticos, incluso cuando la bacteria presenta resistencia a ellos (Kristiansen
et al, 2003). En segundo lugar, a concentraciones que aun no inhiben la replicacion,
alteran la morfologia de la bacteria. Por otra parte, también se ha demostrado que
perturban la integridad de la membrana, reducen la adherencia y actuian como agentes
disruptores del biofilm (Amaral et al., 2004).

N
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Figura 3. Estructura molecular de la promazina (PubChem)

Por otro lado, en estudios realizados en bacterias del mismo género, Streptococcus
neumoniae, se ha demostrado que la promazina y otros ésteres aromadticos de aminas
biciclicas interfieren con la funcidon de las proteinas de union a colina (CBP, choline-
binding protein) que presenta en la pared celular (Pertusa Barberd, 2019). Estas presentan
una estructura caracteristica de Pp-solenoide, plegamiento que también aparece en
proteinas pertenecientes a otras especies bacterianas, en las glicosiltransferasas (GTFs)
de S. mutans, unas proteinas de gran importancia para el desarrollo de la placa bacteriana.
Por ello, se propone que la promazina pudiera ser capaz también de interferir con las
proteinas GTF de S. mutans



2. Antecedentes y objetivos

Los estudios sobre S. mutans son de gran importancia para comprender el proceso de
formacion de caries, debido a su posicion privilegiada dentro de la placa dental. Ademas,
entender las interacciones que suceden durante la formacion de biofilms es clave para el
desarrollo de tratamientos mejores y mas efectivos para el tratamiento de las caries.

Por otro lado, la creciente preocupacion que surge debido al aumento en la resistencia a
antibidticos y la aparicion de organismos multirresistentes incita la busqueda de
alternativas para tratar este problema. En el caso de S. mutans y la salud bucal, se estan
estudiando compuestos experimentales que tienen como diana diferentes estructuras o
mecanismos moleculares de la bacteria e inhiben su crecimiento. También se utilizan
otros microorganismos propios de la cavidad bucal humana para inhibir la formacion de
biofilms mediante competencia.

Otra alternativa que se estudia a raiz de esta problematica es el uso de ésteres aromaticos
de aminas biciclicas (EBAs) como agentes antimicrobianos. Esta es la linea que sigue
este Trabajo de Fin de Grado, cuyo objetivo es estudiar el potencial antimicrobiano de la
promazina, una amina biciclica sobre S. mutans y los posibles efectos sobre su morfologia
y viabilidad celular.



3. Materiales y Métodos
3.1. Microorganismo usado

La cepa utilizada en todos los experimentos fue Streptococcus mutans CECT 479, de la
Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo. Esta presenta un nivel de bioseguridad 1 (BSL1-
1). Para su manipulacion en el laboratorio, todos los instrumentos y cultivos se
encontraban en condiciones asépticas gracias al uso de mechero Bunsen y campana de
cultivo, garantizando la esterilidad y evitando contaminaciones.

3.2. Medio de cultivo

El crecimiento de S. mutans en medio liquido se realizo utilizando Brain Heart Infusion
(BHI, Oxoid, Ref. CM1135) con 2% de sacarosa para fomentar la producciéon de
polisacarido y estimular la formacion del biofilm.

El crecimiento en medio so6lido se realizé en placas con BHI con 2% de sacarosa y 1,5%
de agar.

Tras su preparacion, los medios de cultivo fueron esterilizados en el autoclave a 121°C'y
1,2 atm de presion durante 20 minutos.

3.3. Crecimiento de Streptococcus mutans

Para la conservacion de la cepa, esta se encontraba almacenaba a —80°C. Se descongel6 y
se realiz6 una siembra en una placa de BHI y se incub6 a 37°C. Después de su correcto
crecimiento, esta placa se mantuvo en refrigeracion a 4°C y se utilizé para inocular el
resto de experimentos.

Los indculos fueron preparados utilizando tubos estériles SARSTEDT de 5 ml (Ref.
55.475.001) a los que se anadia 4 ml del medio BHI. Los tubos SARSTEDT utilizados
presentan un paso optico de 1 cm, lo cual permitio la toma de medidas de densidad Optica
directamente en el tubo de ensayo. Las inoculaciones se hicieron usando el asa de
siembra, tomando una muestra de la placa conservada en refrigeracion. Como control de
contaminacion, se prepara otro tubo estéril con 4 ml de BHI, pero sin inoculo.
Posteriormente, ambos se colocaron en la estufa a 37°C durante toda la noche (cultivo
overnight, O/N). Tras un crecimiento de aproximadamente 24 horas, se alcanz6 una
maximo de densidad 6ptica a 600 nanometros (DOeoo) de entre 1,2 y 1,3.
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3.4. Crecimiento del biofilm

El establecimiento de los biofilms se realizaba en placas de 96 pocillos SARSTEDT (Ref.
83.3924). Se utilizaba el indculo preparado el dia anterior (O/N) y se diluia hasta alcanzar
una concentracion de 0,05 DO/ml (Alex Mira, comunicacion personal) que se colocaba
en las placas de 96.

Se realizaba un tratamiento de fijacion (Navarro, 2024) y de tincidon con cristal violeta
con el objetivo de cuantificar el crecimiento de biofilm. Es protocolo consiste en:

1) Recoger el sobrenadante de cada pocillo con cuidado de no perturbar el biofilm
establecido en el fondo.

2) Lavar con 200 pl de PBS

3) Axnadir 200 pl de cristal violeta al 0,2% y dejarlo durante 30 minutos.
4) Retirar el cristal violeta

5) Lavar 2 veces con 200 pl de PBS

6) Dejar secar 24 horas a temperatura ambiente o 90 minutos a 37°C

7) Afadir 200 pl de isopropanol y leer a 490 nm usando un espectrofotdémetro Eon
Biotek (BioTek Instruments, Inc., VT, USA)

3.5. Tratamiento con promazina

Se realizaron diferentes experimentos para demostrar el efecto de la promazina sobre el
biofilm de S. mutans. Durante estos, se utiliz6 un stock de promazina a 100 mM. En todos
los experimentos se contaba con un control negativo, un control positivo y las
correspondientes muestras.

3.6. Curva de crecimiento

Para realizar la curva de crecimiento, se preparaban dos tubos SARSTEDT: un control
negativo conteniendo unicamente medio BHI y un indculo de S. mutans. Ambos se
colocaban en el bafio con hielo y se establecia un temporizador para que se encendiera a
37° unas 5 horas antes de comenzar el experimento, con el objetivo de que, al momento
de empezar, la bacteria se encuentre en crecimiento activo.

Después de las 5 horas de crecimiento, se preparaban dos tubos a partir de la dilucion
1:200 del ino6culo, utilizado medio BHI precalentado y se devolvian al bafo. Se
monitorizo el crecimiento de la bacteria midiendo la densidad 6ptica del cultivo utilizando
un espectrofotometro Zuzi modelo 4201/50. Cuando los cultivos alcanzaban una DOsoo
de 0,1 se anadia promazina a concentracion 1 mM en uno de ellos, mientras que el otro
contenia solo la bacteria, actuando de control positivo.
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A partir de este momento, se realizaban medidas de absorbancia de ambos tubos cada 20
minutos hasta que el cultivo control alcanzaba una DOgoo de 1,3utilizando medio de
cultivo estéril como blanco.

3.7. Microscopia

Durante la curva de crecimiento, se tomaron muestras cada 20 minutos para microscopia
optica. Para fijar las muestras, se transfirieron 45 pl del cultivo de S. mutans a un tubo
Eppendorf de 1,5 ml y se afiadié 5 pl de formaldehido al 10%. Estas muestras fueron
almacenadas en refrigeracion a 4°C hasta su observacion.

Para analizar las muestras se utilizo un microscopio Optico de contraste de fases Olympus
BXS5. Se tomaron 5 pl de muestra y se colocaron sobre un portaobjetos, que se cubri6 con
un cubreobjetos.

3.8. Recuento de viables

Para el recuento de viables, se prepararon tres tubos SARSTEDT: un control negativo
con unicamente medio BHI y dos tubos con BHI y S. mutans, correspondientes al control
positivo y a la muestra con promazina. Al alcanzar una densidad 6ptica de 0,1 a 600 nm,
se afiadi6 promazina a una concentracion I mM a uno de ellos. En este momento se
comenzo a contabilizar el tiempo y se tomaron muestras a 0, 20, 60 y 80 minutos. Dado
que en estas muestras la concentracion de bacterias es muy elevada, se realiza un banco
de diluciones, introduciendo 10 pl de muestra a 90 pl de medio BHI para la primera
dilucién, y 10 pl de esta dilucion en 90 pl de BHI para la siguiente dilucion. De esta
manera se realizé el banco de diluciones hasta un factor de dilucién de 102,

Se utilizaron placas de medio s6lido de BHI con 2% de sacarosa. Se colocaron dos gotas
de 5 pl de cada dilucion en las placas, desde 10* a 10! con el objetivo de tener duplicados
del recuento. Durante el recuento, Unicamente se tuvieron en cuenta las gotas que
contenian ente 10 y 100 unidades formadoras de colonias, aproximadamente.
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4. Resultados y discusion
4.1. Efecto de la promazina sobre la formacion de biofilm de S. mutans

En primer lugar, se pretendia comprobar si la promazina evitaba el establecimiento de
biofilms de S. mutans. Para ello, se administr6 la promazina inmediatamente después de
trasferir la bacteria a la placa. El experimento incluia un control negativo, inicamente con
medio BHI; control positivo, incluyendo medio BHI y S. mutans; control del stock de
promazina, con medio BHI y 1 ul del stock de promazina a 100 mM para asegurar que
este no estaba contaminado y la muestra con BHI, S. mutans y promazina a una
concentracion de 1 mM (Fig. 4).

Esta placa se dejo crecer durante 24 horas a 37°C. Después, se realizo el tratamiento de
tincion con cristal violeta para cuantificar la formacion de biofilm midiendo su
absorbancia a 490 nm. Todos los datos han sido normalizados en relacion con el control
negativo.

Figura 4. Representacion del experimento realizado para analizar
el efecto de la promazina sobre S. mutans

Hay una disminucion de la absorbancia a 490 nm de la muestra en relacion con el control
positivo, lo que indica una menor formacion de biofilm en los pocillos tratados con
promazina 1 mM (Fig. 5).
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Figura 5. Medida de absorbancia a 490 nm del control negativo (C-), control positivo de S. mutans
(C+), control del stock de promazina (C-prom) y de la muestra con S. mutans y promazina (P)

El experimento se realiz6 por triplicado. Se observa que la variabilidad intraexperimental
es muy baja, pero a pesar de haberse mantenido constantes las condiciones
experimentales, incluyendo los inoculos de bacteria, firmaco y el medio de cultivo, se
detectd una alta variabilidad interexperimental en el crecimiento de biofilm en los
pocillos, especialmente en el control positivo. Se desconocen las causas de esta
variabilidad en la formacion del biofilm, aunque podria estar relacionada con la posicion
de los pocillos en la placa multipocillo o con fluctuaciones en las condiciones de humedad
dentro del incubador.

4.2. Efecto de concentraciones decrecientes de promazina sobre S. mutans

Una vez demostrado el efecto de la promazina sobre S. mutans, el siguiente paso consistio
en determinar la concentracién minima inhibitoria, es decir, la concentracion mas baja a
la cudl la promazina inhibe la formacion del biofilm de esta bacteria.

El experimento se realizo por triplicado e incluy6: control negativo, Uinicamente con
medio BHI; control positivo, con medio BHI y S. mutans; y cuatro muestras con medio
BHI, S. mutans y concentraciones decrecientes de promazina, desde 1 mM hasta 0,125
mM (Fig. 6).
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Figura 6. Representacion del experimento analizando el efecto de
concentraciones decrecientes de promazina sobre S. mutans
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Figura 7. Medida de absorbancia a 490 nm del control negativo (C-), control positivo (C+) y muestras con
S. mutans y promazina a concentraciones decrecientes (1, 0,5, 0,25 y 0,125 mM).

Se observo un alto grado de inhibicion del crecimiento del biofilm a concentraciones de
promazina de 1 mM y 0,5 mM respecto al control positivo, como se observa en la grafica
(Fig. 7). Por otro lado, en concentraciones de 0,25 mM y 0,125 mM se observd una
disminucién del crecimiento respecto al control positivo, pero no tan pronunciada como
en las dos primeras concentraciones. Por tanto, la concentracién mas baja a la que la
promazina afecta a S. mutans es 0,5 mM.

El experimento se realiz6 por triplicado. A pesar de haberse mantenido constantes las
condiciones experimentales, incluyendo los indculos de bacteria, farmaco y el medio de
cultivo, se detectd una alta variabilidad en el crecimiento de biofilm en los pocillos,
especialmente en el control positivo. En este experimento se aprecia, de nuevo, baja
variabilidad intraexperimental y alta interexperimental.

15



Abs 490 nm

4.3. Efecto de la promazina en biofilms a diferentes tiempos de aplicacion

Dado que ya se ha demostrado con los experimentos anteriores que la promazina afecta

al establecimiento del biofilm, con el siguiente experimento se pretendia descubrir si este

compuesto es capaz de interrumpir el crecimiento de S. mutans una vez se ha formado el

biofilm. Para ello, se incluy6 un control negativo, unicamente con medio BHI; un control
positivo, con BHI y S. mutans; y dos columnas con BHI y S. mutans (Fig. 8) a las que se
afiadiria promazina a diferentes tiempos.

Tras incubar la placa multipocillo a 37°C durante 4 horas, se anadié6 promazina a una
concentracion de 1 mM a la primera columna. Después de 20 horas mas a 37°C, se anadio

promazina a 1 mM a la segunda columna.

Después de 24 horas de crecimiento tras la Gltima adicion, se realiz6 la tincidon con cristal
violeta para cuantificar la formacion de biofilm y se midio la densidad optica a 490 nm.
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promazina al aplicarla a diferentes tiempos (4 y 24 horas).
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Figura 10. Medida de absorbancia a 490 nm del control negativo (C-), control positivo (C+), aplicando la

promazina 4 horas después del inicio de la formacion del biofilm (4 h) y 24 horas después (24 h).
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Los resultados de cada experimento individual muestran de nuevo que hay una gran
variabilidad interexperimental (Fig. 10). Sin embargo, es posible observar que la
promazina ejerce un claro efecto inhibidor a las cuatro horas de su aplicacion en los tres
experimentos. En el caso de su aplicacion a las 24 horas parece que dicho efecto inhibidor
no es tan evidente, probablemente porque el biofilm ya estd en una etapa madura. Esto
indica que la promazina tiene un efecto inhibidor cuando la bacteria estd en forma
planctonica y en las primeras horas de formacion del biofilm.

4.4. Curva de crecimiento de S. mutans en presencia de promazina

También se estudio el efecto de la promazina en cultivos liquidos de S. mutans. Se realizo
una curva de crecimiento para analizar el efecto de la promazina 1 mM sobre el desarrollo
y crecimiento de S. mutans y comparar los resultados con el crecimiento en ausencia de
promazina. Se monitorizé el crecimiento de S. mutans midiendo la densidad optica del
cultivo a 600 nm.

El experimento se realizé por duplicado y los resultados del primero se representan en la
grafica de la Figura 11, mientras que la segunda repeticion se representa en la Figura 12,
ambos en escala lineal (a) y en escala semilogaritmica (b). En estas graficas, el tiempo
cero representa el momento en el que la densidad optica del cultivo alcanzé las 0,1
unidades de DOesoo, punto en el que se incorporé promazina a 1 mM al tubo
correspondiente.

En el cultivo control, el crecimiento exponencial puede apreciarse desde el tiempo 0 hasta
los 60 minutos, que corresponde con el segmento recto en la grafica con escala
semilogaritmica. A partir de 120 minutos, el cultivo alcanza la fase estacionaria. La
absorbancia maxima que se registro en estos experimentos fue de aproximadamente 1,3
unidades de DOgoo.
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Figura 11. Curva de crecimiento control sin farmaco (verde) y con promazina (azul) en a) escala lineal y b)
semilogaritmica.
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Con estos datos, podemos calcular la velocidad de crecimiento y el tiempo de generacion
de S. mutans, utilizando las siguientes formulas.

3 In (X/XO) _In2

=—F] =
Donde u es la velocidad de crecimiento, obtenida en unidades de min'; X, es la densidad
optica a tiempo 0; X, la densidad optica a cierto tiempo; t, el tiempo transcurrido entre
estas dos medidas y 7, el tiempo de generacion. Se calcula unicamente para la fase
exponencial, que es la etapa donde puede estudiarse correctamente el tiempo que tarda
una bacteria en dividirse.

Los resultados obtenidos son una velocidad de crecimiento es 0,0233 min™! y un tiempo
de generacién es de 32 minutos para S. mutans en condiciones normales.

Por otro lado, no se observd crecimiento en la curva de S. mutans en presencia de
promazina. Se aprecia cierto crecimiento a 20 minutos, llegando a 0,126 unidades de
DOeoo, pero después se mantiene constante a menos de 0,025 unidades durante todo el
experimento. Por tanto, este resultado nos indica que la promazina es un compuesto
bactericida, es decir, es capaz de matar a S. mutans en su forma planctonica.

Estos resultados son congruentes con los obtenidos en otras investigaciones (Kristiansen
and Amaral, 1997; Amaral et al, 2004), que han permitido concluir que las fenotiazinas
son capaces de inhibir la replicacion bacteriana. Por otro lado, estos compuestos
potencian la actuacion de antibidticos mediante procesos de sinergia. También se conoce
que la promazina presenta un leve efecto antipsicético relacionado con la interferencia de
canales i6nicos, por lo que es una posibilidad que esté afectando a los canales i6nicos de
la bacteria (Lara, 2005).
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4.5. Recuento de viables

Para estimar la viabilidad de S. mutans en presencia de promazina 1 mM, se realizé un
recuento de viables en placas de medio s6lido BHI con 2% de sacarosa. El objetivo fue
comparar el recuento de microorganismos viables en la muestra control y en la muestra

con promazina tomando muestras a diferentes tiempos durante la curva de crecimiento
(Fig. 13).

20’ control = . 8 60’ control

Figura 13. Placas de medio BHI donde los nuimeros representan el exponente de la dilucion de cada gota para el
recuento de viables, a 20, 60 y 80 minutos para el control y a 20 minutos para la promazina.
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Se cuantifico el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) obtenidas segun
la muestra y el tiempo de crecimiento (Tabla 1). Los datos de la Tabla 1 se representan
en la Figura 14. Los valores resultantes son una media del conteo de dos gotas de cada

concentracion.
Tiempo Control Promazina
(minutos) (UFC/ml) (UFC/ml)
0 8,3-10* 8,3-10*
20 2,7-10° 1-10°
60 6,3-10° 0
80 1,19-10° 0

Tabla 1. Unidades formadoras de colonias de S. mutans segun el tiempo de crecimiento, en presencia y

ausencia de promazina 1 mM.
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Figura 14. Unidades formadoras de colonias en un mililitro de cultivo en funcion del tiempo, para la
muestra control (azul) y con promazina (naranja).

Se observa un descenso radical en el nimero de UFC por mililitro en el caso del cultivo
con promazina, lo cual es consistente con los resultados obtenidos durante la curva de
crecimiento, en los cuales también sucede un descenso considerable en la absorbancia a
600 nm a los 20 minutos de afadir la promazina (Fig. 14). Ademads, a 80 minutos, el
cultivo control no ha alcanzado todavia la fase estacionaria, que también confirma los
resultados de la curva de crecimiento.
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4.6. Microscopia

Durante la curva de crecimiento se cogieron muestras para observar el crecimiento de S.
mutans utilizando un microscopio 6ptico de contraste de fases.

Los datos obtenidos mediante la absorbancia nos indican que el crecimiento en presencia
de promazina es muy escaso. Mediante la microscopia, se pretende analizar la morfologia
normal de S. mutans en las muestras correspondientes al control positivo y si existen
cambios morfologicos significativos en S. mutans en presencia promazina.

En la Figura 15 se observa la morfologia normal de S. mutans en las muestras en ausencia
de promazina. Se aprecia que las células presentan una morfologia esférica
correspondiente a la definicion de coco. Estos son de tamafio pequefio y se disponen
formando cadenas cortas o diplococos.

Figura 15. Imagenes al microscopio de contraste de fases de S. mutans en ausencia de promazina,

tomadas a 20 minutos (izquierda) y 220 minutos (derecha) durante la curva de crecimiento.

En el caso de las muestras de S. mutans en presencia de promazina (Fig. 16), solo se
estudiaron a los 20 minutos, ya que a 220 minutos la concentracién era demasiado baja
para poder ser observadas. A pesar de que aparece cierta cantidad de bacterias con una
morfologia normal, en su mayoria se observan cambios morfoldgicos significativos.
Pueden apreciarse la formacion de agregados celulares irregulares y estructuras
filamentosas, ademas de células con morfologias distorsionadas. La tipica disposicion de
S. mutans en cadenas cortas estd alterada, apareciendo agrupaciones dispersas y
desiguales.

Estas alteraciones morfoldgicas han sido observadas también en otras investigaciones
utilizando ésteres aromaticos de aminas biciclicas contra Streptococcus pneumoniae (de
Gracia Retamosa et al, 2015; Pertusa Barbera, 2019).

Estas alteraciones morfoldgicas pueden ser la causa del efecto inhibitorio de la promazina
sobre el crecimiento y la formacion de biofilms de S. mutans. Estas pueden ser originadas
por diversas razones. Una de ellas es la hipotesis planteada en la introduccion: la
interferencia de la promazina sobre las glucosiltransferasas de S. mutans, al presentar el
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plegamiento BB-solenoide que aparece en las proteinas CBP de S. pneumoniae que se ha
demostrado son afectadas por este tipo de compuestos (de Gracia Retamosa et al, 2015;
Pertusa Barberd, 2019). Sin embargo, también puede deberse a otras razones. Su
estructura quimica podria permitirle intercalarse entre los fosfolipidos de la membrana
celular y alterar su fluidez y permeabilidad.

Por otro lado, se conoce que la promazina presenta un leve efecto antipsicotico
relacionado con el bloqueo de diversos receptores, por lo que posible que pueda afectar a
proteinas transportadoras y canales idnicos implicados en mantener el equilibrio osmdtico
en la bacteria, lo cual conllevaria a deformaciones morfoldgicas, como las que podemos
observar.

Figura 16. Imdgenes al microscopio de contraste de fases de S. mutans en presencia de promazina,

tomadas a 20 minutos durante la curva de crecimiento.

24



5. Conclusiones

El objetivo de este trabajo era evaluar el potencial antimicrobiano de la promazina. Los
resultados han confirmado que la promazina ejerce un efecto inhibidor sobre el
crecimiento y la formacion de biofilms de la bacteria Streptococcus mutans. Se ha
comprobado que hasta una concentracioén de 0,5 mM de promazina ejerce un fuerte efecto
inhibitorio, reduciéndose en concentraciones descendientes. La promazina no solo es
capaz de evitar la formacion del biofilm, sino que también mantiene su efecto inhibitorio
al ser aplicada incluso hasta 24 horas después del comienzo del establecimiento del
biofilm, aunque dicho efecto parece disminuir cuanto mas tiempo transcurre.

Los experimentos realizados con cultivos liquidos tenian como objetivo comprender el
desarrollo y crecimiento de S. mutans en presencia de promazina. Los resultados, tanto
en la curva de crecimiento como en el recuento de viables y las observaciones
microscopicas, indican que la accidon que la promazina ejerce sobre S. mutans sucede
rapidamente, afectando a su viabilidad, pudiendo observar sus consecuencias a los 20
minutos de su aplicacion.

Estos resultados sugieren que la promazina, al igual que otros compuestos fenotiazinicos,
tiene la capacidad de alterar significativamente las propiedades de la membrana. Dado
que los cambios morfoldgicos se presentan rapidamente tras la exposicion al compuesto,
concuerda con la hipdtesis de alteracion de la membrana, ya que este tipo de
perturbaciones se producen mas rapido que la inhibicion de otros procesos celulares.
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6. Proyeccion futura

En cuanto a lineas de investigacion futuras, seria interesante dilucidar el mecanismo de
accion por el cual la promazina provoca estos efectos en S. mutans, entre los cuales se
propone la interferencia con las proteinas GTF de esta bacteria, basandose en el efecto
demostrado sobre las CBP de S. pneumoniae (Pertusa Barbera, 2019; de Gracia Retamosa
et al, 2015). Esto seria vital para continuar investigando el potencial de este compuesto
en la aplicacion de la salud bucodental.

Ademas, al demostrarse el efecto inhibidor de la formacion de biofilms de la promazina
sobre S. mutans, podria ser provechoso el estudio de compuestos del mismo tipo,
derivados de la fenotiazina y ésteres de aminas biciclicas, ya que podrian presentar un
efecto similar o mas potente sobre esta especie o ser mas adecuados para la aplicacion en
productos de higiene bucodental, ya que, debido al efecto antipsicdtico de la promazina,
su aplicacion en estos productos no es la mas adecuada.

Otra posible linea de investigacion seria estudiar el potencial antimicrobiano de la
promazina sobre otras especies bacterianas del género Strepfococcus o de otros géneros
similares, lo cual seria de especial interés debido al aumento de la aparicion de
microorganismos resistentes a los antibidticos convencionales.

Por otro lado, en diversos estudios se ha observado que las fenotiazinas potencian el
efecto de antibidticos a los que la bacteria es sensible, incluso cuando presenta resistencia.
Son capaces de producir un efecto sinérgico, aumentando la accién individual del
antibiotico (Amaral et al, 2004). Seria de gran utilidad continuar con estas investigaciones
y analizar antibidticos para los cuales estan apareciendo resistencias y evaluar la
posibilidad de utilizar este tipo de compuestos para potenciar su efecto.
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