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RESUMEN

Antecedentes: la melatonina es una hormona producida en organismos vertebrados, inver-
tebrados y plantas. Tiene importancia odontolégica por su participacién en procesos de
oseointegracion e inmunomodulacién. Ademas, se ha reportado una posible actividad anti-
bacteriana. Objetivo: evaluar el efecto antibacteriano de la melatonina sobre Streptococcus
mutans ClO315, Staphylococcus aureus CIO613, Staphylococcus epidermidis CIO615 y
Escherichia coli CIO465. Métodos: este estudio de disefio experimental se llevé a cabo con
el método de dilucién en agar Mueller-Hinton. Se evaluaron concentraciones de melatonina
de 43 a 3 pmol. De cada una de las cuatro bacterias se prepard una suspension que se
ajusto a la escala 0,5 de McFarland. Finalmente, sobre la superficie del agar se colocé 1 pl
de cada bacteria y se incubd por 24 y 48 h a 37 °C. Resultados: la melatonina mostré un
efecto antibacteriano frente a los cuatro microrganismos estudiados en una concentracién
de 43 pmol a las 24 y 48 h. Conclusiones: la melatonina presenta una excelente actividad
antimicrobiana sobre Streptococcus mutans ClO315, Staphylococcus aureus CIO613,
Staphylococcus epidermidis CIO615 y Escherichia coli CIO465 en una concentracion de 43
pmol, lo que indica que se podria utilizar como una opcién en la prevencién y tratamiento
de patologias orales como la caries dental y la periodontitis.

PALABRAS CLAVE
Antibacteriano; Escherichia coli; melatonina; metabolismo éseo; Staphylococcus aureus;
Staphylococcus epidermidis; Streptococcus mutans

AREA TEMATICA
Microbiologia oral

ABSTRACT

Background: Melatonin is a hormone produced by vertebrate organisms, invertebrates, and
plants. It is important in dentistry because it participates in osseointegration and immu-
nomodulation processes. In addition, there are reports suggesting a possible antibacterial
activity of melatonin. Purpose: To evaluate the antibacterial effect of melatonin on Strep-
tococcus mutans ClO315, Staphylococcus aureus ClIO613, Staphylococcus epidermidis
ClO615, and Escherichia coli ClIO465. Methods: This experimental study was carried out
through the Mueller-Hinton agar dilution method. 43 to 3 pmol melatonin concentrations
were analyzed on a 0.5 McFarland adjusted suspension of each strain. Finally a 1 pl of each
microorganism was spread on the agar and incubated at 37 °C for 24 and 48 h. Results:
Melatonin showed an antibacterial effect against the four bacteria studied with a 43 pmol
mmolconcentration at 24 and 48 h. Conclusions: Melatonin has excellent antimicrobial
activity against Streptococcus mutans ClO315, Staphylococcus aureus CIO613, Staphy-
lococcus epidermidis CIO615, and Escherichia coli CIO465 at a concentration of 43 pmol,
indicating that it could be an option in the prevention and treatment of oral diseases such
as dental caries and periodontitis.

KEYWORDS
Antibacterial; Escherichia coli; melatonin; bone metabolism; Staphylococcus aureus; Sta-
phylococcus epidermidis; Streptococcus mutans
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INTRODUCCION

La melatonina es una sustancia natural producida
por la glandula pineal (epifisis) presente en todas las
formas de vida. Esta hormona (5-acetil-nmethoxy-
tryptamina) es sintetizada por plantas, invertebrados
y vertebrados (1). Produce una gran variedad de efec-
tos beneficiosos dentro de las células y organismos,
incluida la cavidad oral. Una vez liberada en el sistema
circulatorio, esta hormona se difunde en la saliva a
través de las glandulas salivares. Una de las tantas
funciones de la saliva es lubricar la cavidad oral y
modular la flora oral, debido a que contiene inmu-
noglobulina A y otras moléculas antimicrobianas (2),
que sirve como mecanismo de proteccién, tanto en la
cavidad oral como en el periodonto. Existen estudios
que muestran que esta hormona es un excelente anti-
oxidante, ya que protege las células durante procesos
severos de inflamacién, al reducir el dafio oxidativo y
servir como un perfecto inmunomodulador (3).

La melatonina es una molécula altamente versatil. Un
ejemplo claro es su comportamiento en el metabolis-
mo éseo. Al respecto, se ha documentado en diferen-
tes estudios que la melatonina actiia como mediador
importante en la formacién y estimulacion de hueso
(4). Los osteoclastos son células que reabsorben la
matriz extracelular por diversos mecanismos. Debido
a sus propiedades antioxidantes y su capacidad para
desintoxicar los radicales libres, la melatonina puede
interferir en la funcién de dichas células, incluidos
algunos leucocitos como los macréfagos y promover
de esta forma la osteogénesis (5,6).

La melatonina aumenta la masa 6sea al eliminar la
reabsorcién ésea a través de la baja regulaciéon del
ligando del receptor activador para el factor nuclear
kB (RANKL). Estos datos apuntan hacia un efecto
osteogénico de la melatonina, ya que podria ser utili-
zado como agente terapéutico de importancia clinica
en situaciones en las que la formacién del hueso seria
conveniente. Se pueden mencionar regeneracién de
injertos éseos y oseointegraciéon de implantes y en
enfermedades periodontales y de origen éseo (7).

Varios estudios han mostrado que la melatonina tiene
una alta capacidad de unirse a metales como el hie-
rro, el cobre y el zinc, lo que reduce su disponibilidad
citoplasmatica. Las bacterias son fuertemente de-
pendientes de metales libres, en particular del hierro,
para su crecimiento. Esta hormona pasa facilmente a
través de todas las barreras biolégicas (como la pared
celular bacteriana), se une al hierro en el citoplasma

y restringe el crecimiento bacteriano gracias a este
mecanismo (8).

Hasta el momento, se tiene informacién de la activi-
dad antimicrobiana de la melatonina sobre Staphylo-
coccus aureus (S. aureus) y Bacillus subtilis. Wang y
colaboradores (9) observaron la inhibicién de estos
microrganismos por accién de la melatonina en una
concentracién de 4 mmol. En un estudio posterior,
Tekbas y colaboradores (8) observaron que en bac-
terias grampositivas, como el S. aureus, la concen-
tracién inhibitoria minima (CIM) de la melatonina fue
de 1,07 mmol a las 24 h de incubacion; mientras que
en bacterias gramnegativas, como la Pseudomonas
aeruginosa, la CIM fue de 0,53 mmol. Sin embargo, a
las 48 h observaron una reduccién del CIM, obtenien-
do concentraciones de 0,53 mmol y 0,13 mmol para
los microrganismos grampositivos y gramnegativos,
respectivamente.

El propédsito de este trabajo experimental fue evaluar
el efecto antimicrobiano de diferentes concentracio-
nes de melatonina sobre Streptococcus mutans (S.
mutans), S. aureus, Staphylococcus epidermidis (S.
epidermidis) y Escherichia coli (E. coli).

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y preparacién del inéculo

Este estudio conté con cepas bacterianas debida-
mente identificadas y tipificadas en el Centro de
Investigaciones Odontolégicas de la Facultad de
Odontologia de la Pontificia Universidad Javeriana
de Bogota, Colombia. Hacen parte del biobanco del
Centro. Las cuatro cepas utilizadas fueron S. aureus
(CI0613), S. mutans (CIO315), S. epidermidis (CIO615)
y E. coli (CIO465), que estaban preservadas por con-
gelamiento a -70 °C. Después de descongelados y
con el fin de reconstituir las cepas y confirmar su
viabilidad, 20 pl de los viales de preservacion fueron
cultivados en caldo infusién de cerebro-corazén (BHI)
a 37 °C durante 16 h. Posteriormente, las bacterias que
crecieron en caldo BHI fueron resembradas en agar
sangre y cultivadas durante 16 h a 37 °C. Colonias
puras y viables de las 4 cepas se reconfirmaron través
de la tincién de Gram y pruebas bioquimicas.

Determinacién de la concentracion inhibitoria
minima

La actividad antimicrobiana de la melatonina sobre
las 4 bacterias objeto de estudio se analizé por el
método de dilucion en agar Mueller-Hinton. Con este



fin se preparé una solucién existente de melatonina a
100 mg/ml en dimetil sulféxido (DMSO), de acuerdo
con un trabajo previo de estandarizacién con este
disolvente. A partir de esa solucién, se prepararon
diluciones seriadas (desde 43 hasta 3 pmol) que se
incorporaron en 6 ml de agar Mueller-Hinton estéril,
y en estado liquido se mezclaron y se sirvieron en las
placas correspondientes. Luego de haberse solidifica-
do y después de un lapso de 20 min, se inocularon las
cepas bacterianas con el método que se describe méas
adelante. De cada una de las 4 bacterias cultivadas en
agar sangre (24 h de crecimiento a 37 °C) en estado
puro se preparé una suspensién en amortiguador de
fosfato que se ajusté a la escala 0,5 de McFarland
por turbidimetria. Finalmente, sobre la superficie del
agar Mueller-Hinton preparado con la melatonina se
colocé 1 pl de cada bacteria y se incubdé a 37 °C
durante 24 y 48 h en condiciones de anaerobiosis. Se
realizé inspeccién visual del crecimiento bacteriano
sobre el agar a las 24 y 48 h de incubacién y una
tincién de Gram para confirmar las caracteristicas
morfolégicas propias de cada bacteria. Se montaron
controles con el medio Mueller-Hinton con DMSO y sin
melatonina, medio Mueller-Hinton sin melatonina y sin
DMSO. También se montaron pruebas de control con
los antimicrobianos vancomicina y amoxicilina. Todos
los ensayos se realizaron por duplicado. Se concluyé
que el microrganismo es susceptible a la melatonina,
al haber ausencia de crecimiento bacteriano. Por el
contrario, se determiné como no susceptible cuando
se presenta crecimiento bacteriano sobre el medio
evaluado. El andlisis de los hallazgos fue descriptivo.

TABLA 1

RESULTADOS

En una prueba preliminar se determiné que el mejor
disolvente para la melatonina era el DMSO, debido a
que la solucién es mas homogénea y a que el tiempo
que la melatonina tarda en disolverse es mas corto, al
ser comparado con el etanol. Por otra parte, al colo-
car la soluciéon de melatonina en etanol, se formaban
precipitados en el medio Mueller-Hinton (figura 1).

FIGURA 1
DISOLUCION DE LA MELATONINA A 43 pmol CON LOS DOS
DISOLVENTES EN AGAR MUELLER-HINTON. A) MELATONINA
DISUELTA EN ETANOL. B) MELATONINA DISUELTA EN DMSO

Por otro lado, se determiné la cantidad maxima de
DMSO en el medio Mueller-Hinton tolerable por las
bacterias del estudio. Se observé que cantidades
< 100 pl de DMSO aseguran el crecimiento de las
bacterias (tabla 1). Cabe resaltar que con esta can-
tidad de DMSO la concentracién maxima de me-
latonina adicionada a cada pozo fue de 43 pmol.

RESULTADOS OBTENIDOS EN EL CRECIMIENTO DE LAS CUATRO CEPAS INCLUIDAS EN EL ESTUDIO
CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DMSO

Cantidad de DMSO/pozo (pl) S. aureus S. epidermidis S. mutans E. coli
500,00 - - - -
250,00 - - - -
125,00 - - - -
100,00 + + + +

70,00 . . N N
62,50 + + + +
50,00 . . N N
31,25 + + + +
15,60 . . N N
7.80 + + + +
3.90 + + + +
1,90 + + + +
0,90 + + + +
0.48 + + + +

+: crecimiento de la bacteria; —: ausencia de crecimiento.
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Para determinar la CIM de la melatonina, se utilizaron
concentraciones desde 43 hasta 3 pmol. En la tabla
2 se observa la presencia o ausencia de crecimiento
bacteriano a las 24 y 48 h en las diferentes concentra-
ciones de melatonina. Se observa inhibicién del creci-
miento a las 24 h en concentraciones > 27 pmol. Sin
embargo, la CIM de melatonina para todas las bacterias
evaluadas en el estudio fue de 43 pmol luego de 48 h
(figura 2).

TABLA 2
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA MELATONINA EN
DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE LOS CUATRO
MICRORGANISMOS EN ESTUDIO

CIM de S. s . .
mela- epider- E. coli
aureus idis mutans

tonina m

(umol) 24 48 24 48 24 48 24 48

h h h h h h h h

43 T

30 -+ -+ - + - +

27 - + - + - + - +

21 + + o+ + + + + +

13 + + o+ + + + + +

7 + + 4+ + + + + +

3 + + o+ + + + + +

+: crecimiento de la bacteria; —:ausencia de crecimiento.

FIGURA 2
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA MELATONINA A 43 pmol
SOBRE S. MUTANS A LAS 48 H DE INCUBACION A 37 °C EN
CONDICIONES DE ANAEROBIOSIS

1) Medio Mueller-Hinton con melatonina en una concentracién
de 43 pmol en DMSO; 2) medio Mueller-Hinton con melatonina
en una concentracién 100 pmol; 3) medio Mueller-Hinton sin
melatonina; 4) medio Mueller-Hinton sin inocular para control
de esterilidad.

Las coloraciones de Gram realizadas a los 4 micror-
ganismos, trascurridas 48 h de incubacién, no presen-
taron ningin cambio morfoldgico. Esto significa que
para los géneros Streptococcus spp. y Staphylococcus
spp. se observaron cocos grampositivos, y para E. col,
bacilos gramnegativos.

DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos, el disolven-
te de la melatonina que mostré mejores resultados
fue el DMSO, al ser comparado con el etanol. Esta
diferencia se explica, en primer lugar, porque la mela-
tonina en una concentracién de 100 mg/ml no estuvo
completamente disuelta en etanol, al presentar pre-
cipitados en el medio de cultivo. Este hallazgo fue si-
milar al obtenido por Tekbas y colaboradores, quienes
mencionan que el etanol no es capaz de disolver efi-
cientemente la melatonina en altas concentraciones,
debido a la mezcla de alcohol y agua que se produce
en el medio de cultivo. Dichos autores sugieren utilizar
el DMSO como disolvente de esta hormona (8).

El papel del DMSO como agente bacteriostatico o
bactericida ha sido poco estudiado. Existen estudios
donde se evaluaron varias concentraciones de DMSO
frente a un gran nimero de microrganismos. Reportan
un efecto bacteriostatico frente a E. coli, S. aureus'y
Pseudomonas spp. en una concentracién del 10 % de
DMSO, y un efecto bactericida en concentraciones del
50 % para el S. aureus y de 20-30 % para los otros
microrganismos. El modo de accién y efecto bacte-
ricida del DMSO frente a los microrganismos ain no
es claro (10,11).

Una concentracién de 43 pmol la melatonina mostré
actividad antibacteriana frente a S. aureus, S. epider-
midis, S. mutansy E. coli. El efecto inhibitorio ejercido
por la melatonina se debe a la capacidad de esta
molécula para atravesar la pared celular bacteriana y
captar el hierro presente en el citoplasma bacteriano.
Se emplea como cofactor en miltiples reacciones
enzimaticas (12).

Karakas y colaboradores, en el 2013, reportaron una
inhibicién del crecimiento de bacterias grampositivas
(Streptococcus pyogenes, S. aureus y S. epidermi-
dis) y gramnegativas (E. coli, Pseudomonas aerugi-
nosa, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens,
Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae y Klebsiella
pneumoniae) por parte de la melatonina a una con-



centracion de 0,4 mmol. No obstante, estos autores
identifican una mayor susceptibilidad para bacterias
gramnegativas, medidas por halo de inhibicién, debido
a que poseen una envoltura celular compuesta por
proteinas glicopéptidas, lipopolisacaridos y grandes
cantidades de lipidos (13). En el presente estudio
se observd la misma sensibilidad tanto en bacterias
grampositivas como en gramnegativas. Estas dife-
rencias se dan quizas por la técnica empleada para
evaluar la actividad antimicrobiana, lo cual se apoya
en lo observado en un estudio piloto del que no se
obtuvieron resultados favorables con el uso de sen-
sidiscos, por la dificultad que tiene la melatonina de
difundirse en el agar. Dado lo anterior, se opt6é por
utilizar un método donde la melatonina estuviera in-
mersa en el agar. Se colocaron pequefias cantidades
de bacteria sobre el agar y se evalud la presencia o
ausencia de crecimiento bacteriano.

Por otra parte, se ha visto que la melatonina puede
estimular la diferenciacién de osteoblastos y la for-
macién 6sea en concentraciones de 50-100 pmol
(4,14), debido a que esta molécula estimula la sintesis
de las fibras de colégeno tipo | y la diferenciacién os-
teogénica en varios tipos de células como los preos-
teoblastos MC3T3 (15,16). Roth y colaboradores (17),
en 1999, reportaron que las células preosteoblasticas,
en presencia de melatonina en una concentracién de
50 pmol, aceleran su proceso de mineralizacién de 21
a 12 dias. En el metabolismo dseo, los osteoclastos
son los encargados de la reabsorcién ésea a través
de la produccién de radicales libres. Dichos radicales,
derivados del oxigeno, son producidos por los fago-
citos, monocitos, macréfagos y neutréfilos, debido a
que estas células estan presentes en el tejido éseo
en inflamaciones crénicas. Se generan radicales libres
que estimulan los osteoclastos con el fin de causar
una degradacion del tejido (18,19). Gracias a su accién
antioxidante, la melatonina interfiere en la actividad
de los osteoclastos e inhibe asi la reabsorcién dsea.
En este estudio se puede observar que la melatonina
presenté actividad antimicrobiana a 43 pmol, lo que
indica que esta concentracién no muestra una dife-
rencia considerable con respecto a la utilizada en la
formacién dsea.

Este es el primer estudio en el cual se evalla el efecto
antibacteriano de la melatonina en el S. mutans. Este
microrganismo grampositivo reside en la biopelicula
que se forma en la superficie dental y es el principal
generador de caries, debido a su capacidad de produ-
cir cido y sobrevivir en un medio &cido (20,21). Dada
la capacidad inhibitoria observada de la melatonina

sobre el crecimiento de este microrganismo, se podria
pensar en su uso clinico. Ademéas de ser utilizada en
procesos de estimulacion 6sea, es factible emplear
la melatonina como complemento en la prevencién
y tratamiento de patologias orales como la caries
dental.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Este estudio indica que una concentracién de 43 pmol
de melatonina ejerce un efecto antibacteriano en S.
mutans, S. aureus, S. epidermidis y E. coli, lo que abre
la puerta a posibles estudios para evaluar su uso en la
prevencién o como terapia para enfermedades orales.
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