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RESUMEN

Introduccidn: Streptococcus sanguinis es una bacteria comensal de la
biopelicula dental, esta asociada a dientes libres de caries y es capaz de producir
bacteriocina y peréxido de hidrogeno (H202), para mantener la ecologia de la
cavidad oral. Candida albicans es una levadura presente tanto en salud oral como
caries dental, se ha observado que tiene la capacidad de transicionar desde una
célula oval a una forma mas patogénica e invasiva llamada hifa bajo condiciones
ambientales como temperatura, pH y nutrientes disponibles en el medio. Se
desconoce el rol que presenta este hongo en salud o en caries. Hasta ahora, no se
ha descrito como ambos microorganismos interactian y/o coexisten en la
biopelicula en condiciones de exceso (condicion cariogénica) y limitantes de azucar

(negativo para caries).

Objetivo: Determinar el efecto del exceso y limitacion de azUcar en parametros

bioldgicos/fisico-quimicos de biopeliculas duales de S. sanguinis y C. albicans.

Metodologia: Se usé un modelo de caries in vitro utilizando bloques de
esmalte de bovino para la formacién de biopeliculas duales entre S. sanguinis SK36
y C. albicans (aislado clinico oral). Estas fueron sometidas durante 5 dias, 3
veces/dia durante 5 min a una solucion de 10% sacarosa o0 0,9% NaCl (exceso y
limitacién de azlcar, respectivamente). Se evaluaron parametros fisico-quimicos
(pH, cuantificacion de H202, desmineralizacion del esmalte) y bioldgicos (viabilidad
de ambos microorganismos y cuantificacion de hifas de la levadura), también se
tomaron microfotografias electrénicas de barrido (SEM), las cuales fueron
analizadas descriptivamente. Los ensayos fueron realizados en dos experimentos
independientes. Los datos se analizaron con estadistica paramétrica y no

paramétrica.



Resultados: En exceso de azucar, la viabilidad y nimero de hifas de C.
albicans fue mayor que en NaCl (p<0,05), no presentando diferencias la viabilidad
de la bacteria. Asi también, los valores de pH en la condicidon de exceso de azucar
fueron significativos y levemente acidicos versus a la condicion de NaCl (p<0,05).
La desmineralizacion del esmalte fue mayor en exceso de azucar que en NaCl
(p<0,05). La produccion de H202 no present6 diferencias significativas en ambas

condiciones experimentales (p>0,05).

Conclusiones: El exceso de azucar favorece el potencial patobionte de C.
albicans, ya que es capaz de regular su metabolismo y usar el azucar del medio
para aumentar su viabilidad celular y su filamentacién. Ademas, en esta condicion,
S. sanguinis tendria un efecto protector, previniendo la caida pronunciada de pH y
podria estimular el desarrollo de hifas del hongo.



INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad crénica, no transmisible, dinamica,
mediada por el biofilm y modulada por la dieta, lo que resulta en la pérdida de los
tejidos duros dentales. Esta determinada por factores biol6gicos, conductuales,
psicosociales y ambientales. Como consecuencia de este proceso, se desarrollan
las lesiones de caries (Revisado en Machiulskiene y cols., 2020).

Las lesiones de caries no tratadas en denticidbn permanente representan el
35% de las condiciones médicas mas prevalentes, afectando a 2,4 billones de
personas a nivel mundial (Revisado en Pitts y cols., 2017). A nivel nacional, existe
una prevalencia del 54,6% de lesiones de caries cavitadas (Revisado en MINSAL,
2018).

En condicion de enfermedad de caries, es decir, en un medio oral
cariogénico, donde existe una alta cantidad de azucares fermentables, destacando
la sacarosa como el azdcar mas cariogénico, se ha observado que existe un
desequilibrio en la composicion microbiana, aumentando el crecimiento de las
especies acidogénicas y aciduricas (Revisado en Pitts y cols., 2017).

Dentro de los microorganismos que han sido asociados a la enfermedad de
caries pero que se desconoce su rol, se encuentra C. albicans, que es la especie
mas prevalente del género Candida, la cual es un microorganismo patobionte que
actia como comensal en la cavidad oral en salud, siendo capaz de regular su
metabolismo segun los nutrientes disponibles en el medio (Revisado en d'Enfert y
cols., 2021). Se caracteriza porque tipicamente crece en forma de levadura (forma
ovalada y generalmente en gemacion), pero puede transicionar a una forma
filamentosa (hifa) mas patogénica. Por otra parte, en las especies asociadas a salud
oral se encuentra Streptococcus sanguinis, uno de los comensales mas
abundantes, que contribuye a la homeostasis del biofilm oral y ha desarrollado
mecanismos para prevenir el dafio al hospedero producido como consecuencia de
su crecimiento (Revisado en Kreth y cols., 2017).

Escasa es la evidencia que interpreta lo que ocurre entre estos
microorganismos en condiciones de salud oral respecto a cdmo coexisten y
coagregan en el biofilms dental. Por tanto, un estudio que permita evaluar como

responden ambos microorganismos en un biofilms dual y esbozando el tipo de
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interaccidon bioldgica, quimica o metabdlica nos ayudaria a comprender lo que
significa el rol de C. albicans en un biofilms con una bacteria comensal.

El presente trabajo propone analizar el efecto del exceso de azucar sobre
parametros biologicos (viabilidad celular, filamentacién, capacidad de formar
biopeliculas), asi como parametros fisico-quimicos (pH o acidogenicidad,
produccion de H202 y desmineralizacion del esmalte dental) en un biofilms dual de

C. albicans y S. sanguinis utilizando un modelo in vitro de caries.



MARCO TEORICO

Caries Dental y Epidemiologia

La caries dental es una enfermedad cronica, no transmisible, dinamica,
mediada por el biofilms y modulada por la dieta, lo que resulta en la pérdida de los
tejidos duros dentales. Est4 determinada por factores bioldgicos, conductuales,
psicosociales y ambientales. Como consecuencia de este proceso, se desarrollan
las lesiones de caries (Revisado en Machiulskiene y cols., 2020). Es una de las
enfermedades mas prevalentes en la mayoria de los paises industrializados,
afectando del 60-90% de los nifios y a una gran parte de la poblaciéon adulta.
Lesiones de caries no tratadas en denticion permanente representan el 35% de las
condiciones médicas mas prevalentes, afectando a 2,4 billones de personas a nivel
mundial (Revisado en Pitts y cols., 2017). A nivel nacional, existe una prevalencia
del 54,6% de lesiones de caries cavitadas (MINSAL, 2018), y donde se ven
involucrados factores como el nivel socioeconémico, educacién, actitudes y el
comportamiento de higiene oral y dieta.

Se ha descrito que personas con un bajo nivel educacional tienden a verse
mas afectadas por la enfermedad de caries en comparacion con aquellas personas
con una mejor situacion econOmica que presentan una menor proporcién de
lesiones de caries (Niskanen y cols., 2020). También estan los factores
microambientales orales, como la exposicion a fluoruros, pH, la composicion y el
flujo salival, en conjunto con la capacidad tampon, de los cuales se refiere que se
encuentran disminuidos en nifilos que presentan lesiones de caries en comparacion
con aquellos libres de caries (Pyati y cols., 2018). Finalmente, los factores que estan
directamente relacionados con el desarrollo de la lesién de caries son: diente,
tiempo, dieta (cantidad, frecuencia y composicion) y microbiota (Fejerskov y cols.,
1997; Giacaman y cols., 2022).

A fines del siglo XIX, era aceptada como la causa principal de la

enfermedad de caries el crecimiento aumentado de bacterias en biofilms dental
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(Revisado en Philip y cols., 2018), pero es en el afio 1976, cuando Loesche planted
que la enfermedad de caries era de tipo “infecciosa” y causada por una bacteria
especifica (Loesche, 1976). Esta bacteria junto a otras del mismo tipo pertenecen a
un grupo de bacterias Gram-positivo, acidogénicas y aciddricas, actualmente
denominado mutans streptococci, de las cuales destacan Streptococcus mutans y
Streptococcus sobrinus, como las especies mas comunes en humanos (Philip y
cols., 2018).

Actualmente, es reconocido que los postulados de Koéch acerca de
enfermedades infecciosas no son aplicables para enfermedades basadas en
disbiosis polimicrobiana, que hace referencia al desequilibrio de los
microorganismos presentes en nichos ecolégicos, como son caries dental y
periodontitis (Philip y cols., 2018). En el afio 2014 se describié que S. mutans,
probablemente el microorganismo més estudiado con relacion a la enfermedad de
caries, se encuentra en una proporcion de menos del 1% de las bacterias
encontradas tanto en lesiones dentinarias como en lesiones de esmalte (Simén-

Soro y cols., 2014), cuestionando esta concepcién pasada de la enfermedad.

Microbiologia Oral

El microbioma oral es altamente diverso, mas de 700 especies estan
presentes en la cavidad oral y la mayoria de ellas son nativas (Palmer, 2014). Esta
conformado por bacterias, hongos, virus, arqueas y protozoos.

Los diferentes microambientes que existen en la cavidad oral, como las
superficies mucosas y dentarias, actian como nichos ecolégicos para la formacién
de las comunidades microbianas. Los microorganismos que colonizan las
superficies de los dientes tienden a formar comunidades multiespecies embebidas
en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS en inglés),
conformando la biopelicula o el biofilms dental (Lamont y cols., 2018; Machiulskiene,
y cols., 2020).
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Las formas mas comunes de interacciones entre los microorganismos son
aguellas sinérgicas y antagobnicas, dentro de las primeras destacan aquellas
interacciones fisicas o de la arquitectura del biofilms, tales como la co-adhesion - la
adherencia de células planctdnicas a otros microorganismos ya fijados a una
superficie, lo que facilita la formacion de biofilms multiespecies (Kolenbrander y
cols., 2011). Se ha demostrado que mediante sefializacion célula-célula, las células
microbianas son capaces de comunicarse y de responder a células vecinas dentro
del biofilm mediante moléculas efectoras con capacidad de difusion y de pequefio
tamafo. La proximidad celular dentro del biofilms también genera las condiciones
ideales para la transferencia horizontal de genes, lo que permite a las bacterias
orales disponer de un inmenso metagenoma para su adaptacion a los cambios que
ocurran en el microambiente oral (Marsh y Zaura, 2017). Por otro lado, dentro de
las interacciones antagobnicas, numerosos estudios destacan la produccién de
compuestos como bacteriocinas, peréxido de hidrégeno (H202), acidos organicos,
enzimas y fagos liticos, que dan herramientas a los microorganismos para competir
entre ellos (Marsh y Zaura, 2017).

En salud oral, las interacciones microbianas estan asociadas a una baja
cantidad de &cidos y una compensacion en la produccién de sustancias alcalinas,
resultando en un medio con un pH neutro. Tal ambiente promueve el crecimiento de
especies asociadas a salud, destacando los géneros Actinomyces, Veillonella,
Neisseria, Granulicatella y Streptococcus, al mismo tiempo restringe el crecimiento
de especies asociadas con la enfermedad de caries, de las cuales los grupos mas
estudiados son mutans streptococci y lactobacilli (Revisado en Kreth y cols., 2017).

Streptococcus sanguinis es una especie Gram-positivo, no movil, catalasa
negativa, dentro de las especies de Streptococcus esta asociada al mismo grupo
gue S. gordonii y hasta el momento ha sido aislada solamente en humanos. Es
descrita como la especie comensal mas abundante, contribuye a la homeostasis del
biofilms oral y ha desarrollado mecanismos para prevenir el dafio al hospedero
producido como consecuencia de su crecimiento (Revisado en Kreth y cols., 2017).

Actla como colonizador primario de la superficie del diente, facilitando la
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colonizacion posterior de otras especies del biofilms oral (Revisado en Kreth y cols.,
2017), y lo hace con ayuda de la enzima glucosiltransferasa S que produce glucanos
solubles en agua. Interacciones célula-célula y metabdlicas entre S. sanguinis y
otros miembros de la comunidad son determinantes para la ecologia y la salud oral,
S. sanguinis es capaz de catabolizar arginina y producir amonio (mediante el
Sistema Arginina Deiminasa (ADS)), favoreciendo un biofilms dental con un pH
cercano al neutro. Ademas, se ha descrito que en condiciones de salud oral, S.
sanguinis produce H202 y bacteriocinas para mantener la ecologia de la cavidad
oral, suprimiendo el sobrecrecimiento de bacterias patobiontes (Sanz y cols., 2017;
Kreth y cols., 2017). Una de las enzimas responsables de producir H202 ha sido
identificada como piruvato oxidasa y es codificada por el gen spxB (Kreth y cols.,
2017).

En condicibn de enfermedad de caries, es decir, en un medio oral
cariogénico, donde existe una alta cantidad de azucares fermentables, destacando
la sacarosa como el azlcar mas cariogénico, se ha observado que existe un
desequilibrio en la composicion microbiana, aumentando el crecimiento de las
especies acidogénicas y aciduricas, y la formacién de EPS (solubles e insolubles en
agua) gue sirven como andamiajes para la formacion y consolidacion de estos
biofilms, contribuyendo en el establecimiento de un ambiente 4cido mediante una
retroalimentacion positiva que favorece la desmineralizacion de los tejidos duros

dentarios (Sanz y cols., 2017).

Levaduras del Género Candida

Otros microorganismos de la cavidad oral han sido asociados a la
microbiologia de la enfermedad de caries, como lo son hongos del tipo levaduras
del género Candida, las cuales han sido aisladas de muestras de saliva en nifios
preescolares, siendo la mas prevalente C. albicans y, donde ademas se observo

una mayor cantidad de ésta en aquellos que presentaban lesiones de caries mas
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severas (Lozano y cols., 2017). de Abreu y cols. (2016) observaron que C. albicans
aislada de nifios con o sin caries inducian la desmineralizacion del esmalte.

C. albicans es la especie mas prevalente del género, es un microorganismo
patobionte que actla como comensal en la cavidad oral en salud, siendo capaz de
regular su metabolismo segun los nutrientes disponibles en el medio (Revisado en
d'Enfert y cols., 2021). Se caracteriza porque tipicamente crece en forma de
levadura (forma ovalada y generalmente en gemacion), pero puede transicionar a
una forma filamentosa (hifa) bajo la influencia de sefiales ambientales, como
alteraciones en la temperatura, pH y nutrientes disponibles (Figura 1). Esta forma
de cambiar de un estado levaduriforme a hifa y viceversa es considerada la forma
mas patogénica de esta levadura, facilitando la infeccion y la formacion de biofilms

(Revisado en Leito y cols., 2009).

Figura 1: Morfologia de C. albicans. A) Estado levaduriforme. B) Estado hifal. Revisado en Sudbery
(2011).

C. albicans es capaz de interactuar con las diferentes especies que
componen la microbiota oral, puede coagregar con S. sanguinis en salud y con S.
mutans en condiciones cariogénicas, mediante interacciones célula-célula
aumentando la biomasa del conjunto (Revisado en Pereira y cols., 2018).

La secrecion de glucosiltransferasas, como GtfS por S. sanguinis, capaz de
producir glucanos solubles en agua, y GtfC, GtfB y GtfD por parte de S. mutans que
favorecen la formacion de glucanos solubles e insolubles en agua, facilitan la

formacién de biofilms en condiciones de salud y caries, respectivamente (Koo y
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cols., 2009). Se describi6 que estas enzimas se unen facilmente a formas
levaduriformes de C. albicans, y en el caso de GtfB, ésta aumenta su expresion
cuando S. mutans esta asociado a esta levadura (Yoshida y cols., 2014; Falsetta y
cols., 2014; Pereira y cols., 2018). Aunque se ha descrito la asociacion de C.
albicans, S. mutans y caries, mas estudios son necesarios para dilucidar el rol de la

levadura en esta enfermedad. En tanto, alin se desconocen aspectos relevantes de

la interaccion comensal de esta levadura con S. sanguinis en salud oral.

La secrecion de H20:2 por parte de S. sanguinis produce un efecto
bacteriostatico en S. mutans, en el caso de C. albicans podria mantener o disminuir
la viabilidad celular. Se ha descrito que el estrés oxidativo, podria actuar reprimiendo
la transicion morfolégica de levadura a hifa (Revisado en Biswas y cols., 2007).

Este hongo dispone de diferentes mecanismos para hacer frente al estrés
oxidativo, por ejemplo, mediante la induccién de genes productores de catalasa
(CAT1), capaz de degradar el H202; la sintesis de antioxidantes como el glutation y
reparando el dafio oxidativo del ADN, proteinas y lipidos (Revisado en d'Enfert y
cols., 2021).

Por otro lado, C. albicans sintetiza farnesol, molécula derivada del acido
farnesoico, que actla en la comunicacion célula-célula (quorum sensing), atenda el
estrés oxidativo, y cumple un rol fundamental en la inhibicion de la transicién yema
— hifa en altas densidades celulares, sin evitar la elongacion de hifas preexistentes
ni afectando el crecimiento de la poblacién (Hornby y cols., 2001; Vilay cols., 2019;
Sebaay cols., 2019).

Por lo tanto, podria plantearse que el H202 tiene un efecto inhibitorio en la
filamentacion y capacidad que posee C. albicans de formar biofilms con
microorganismos comensales, en condicion de salud (es decir, en concentraciones
limitantes de azulcar). Por otro lado, estudios sefialan que un pH neutro o alcalino
del medio promueve el desarrollo de formas filamentosas de C. albicans, no asi un
pH acido, el cual es caracteristico de un medio cariogénico (es decir, en condiciones
de exceso de azucar), que deberia inhibir la formacion de éstas en especies de

Candida spp. (Revisado en Cheny cols., 2020).
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De esta forma, toma relevancia realizar un estudio que permita evaluar lo que
ocurre en los biofilms que componen esta levadura y bacterias comensales como
S. sanguinis, tal que permita observar el efecto de la cantidad de azucar disponible
en el medio, ya sea en la viabilidad celular, en la capacidad de formar biopeliculas
tanto para S. sanguinis como para C. albicans (y filamentacion para esta ultima), lo
gue corresponderian a parametros biologicos, asi como también efectos en el pH
(acidogenicidad), produccion de H202 y desmineralizacion del esmalte dental
(pardmetros fisico-quimicos) en biofilms duales, utilizando un modelo in vitro de
caries. Los experimentos propuestos en este trabajo son preliminares y nos
ayudaron aesbozar en parte lo que significa el rol de C. albicans como comensal en
salud oral y como patobionte en caries.

En este estudio utilizamos un aislado clinico oral de C. albicans, la cual
proviene de saliva de sujeto libre de caries. Segun lo que se ha reportado en la
literatura, el uso de aislados clinicos obtenidos desde muestras bioldgicas presentan
caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas distintas a las cepas de referencia, de esta
forma buscamos presentar resultados que se asemejen en lo posible a la situacion

clinica.

PREGUNTA DE INVESTIGACION.
¢ Qué efecto tiene el exceso y concentracion limitante de azlcar en los
parametros biolégicos y fisico-quimicos de biopeliculas duales de S. sanguinis y un

aislado clinico oral de C. albicans?
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HIPOTESIS.

El exceso y concentracion limitante de azucar producen diferencias en los
parametros bioldgicos y fisico-quimicos de modelos de biopeliculas duales de S.

sanguinis y un aislado clinico oral de C. albicans.

OBJETIVOS.
OBJETIVO GENERAL.

Determinar el efecto del exceso y la concentracion limitante de azucar en los
parametros biolégicos y fisico-quimicos de biopeliculas duales de S. sanguinis y un

aislado clinico oral de C. albicans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

- Cuantificar parametros biolégicos de S. sanguinis y el aislado clinico oral de
C. albicans en modelos de biopeliculas duales, en concentraciones limitantes y de

exceso de azUcar.

- Cuantificar pardmetros fisico-quimicos de S. sanguinis y el aislado clinico oral
de C. albicans en modelos de biopeliculas duales, en concentraciones limitantes y

de exceso de azUcar.
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METODOLOGIA.

Microorganismos y condiciones de crecimiento: Se utilizo un aislado clinico oral
de la levadura C. albicans proveniente de saliva de nifios preescolares libres de
caries (ICDAS Il codigo = 0) denominada P25-4 (especie confirmada por PCR y
secuenciacion obtenida de un proyecto FONDECYT previo de la Dra. Lozano, el
cual fue aprobado por el Comité de Etica de la FOUCH) y la bacteria comensal S.
sanguinis SK36 (donada por el Dr. Jens Kreth, Oregon Health and Science
University, USA). Se utiliz6 el medio Yeast Nitrogen Base (YNB; BD) suplementado
con glucosa o sacarosa segun estd descrito en el disefio experimental para el
crecimiento y maduracion de las biopeliculas duales con los microorganismos
mencionados, a 37°C en condiciones de microaerofilia con agitacién suave durante
el tiempo que corresponda. El proyecto FIOUCH bajo el cual se enmarca este
Trabajo de Investigacion, fue aprobado por el Comité de Etica de la FOUCH, acta
N°05/2022 (Anexo 1).

Preparacion de bloques de esmalte: Se realiz6 segun lo descrito en Lozano y
cols. (2019). Brevemente, los bloques de esmalte fueron obtenidos de coronas de
incisivos de bovino, desinfectados previamente con una solucion al 5% de NaOCI
(hipoclorito de sodio) y conservados en una solucion de Timol al 1% hasta su uso.
La corona fue cortada con discos diamantados utilizando un micromotor (Ex-203,
NSK, Japén) de forma longitudinal para luego realizar un nuevo corte de forma
transversal. La dentina de estos bloques fue eliminada y los blogues fueron pulidos
secuencialmente con discos soflex (Soflex, 3M-ESPE, St. Paul, MN, EE. UU.) de
distinto grano, obteniendo finalmente bloques de esmalte con medidas aproximadas
de 4 x 7 x 1 mm. Posteriormente, a cada uno de los bloques se le cuantificé la
microdureza superficial inicial (SH)i al realizar tres indentaciones lineales paralelas
a través de un microindentador Knoop (402 MVD, Wolpert Wilson Instruments,
Norwood, EE.UU.), a 50 g por 5 s. Para homogeneizar la variabilidad de los bloques,

solo se incluyeron aquellos con microdureza superficial inicial de alrededor de 360
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+ 30 kg/mm? (n=24). Posteriormente, los blogues fueron esterilizados en autoclave
a 121°C durante 15 min.

Disefio experimental: Modelo de biopeliculas de dos especies (modelo dual):
Se utilizo el disefio experimental descrito en Lozano y cols. (2019) con algunas
modificaciones. Brevemente, los bloques de esmalte se acondicionaron con saliva
humana filtrada (filtros de 0,22 uM; Merck Millipore) durante 30 min a 37°C para que
se forme la pelicula salival adquirida. (La saliva utilizada fue obtenida de dos sujetos
sanos oralmente con ayunas de 10-12 h; Consentimiento Informado, Anexo 2).
Posteriormente, los bloques de esmalte fueron posicionados y suspendidos de
forma vertical mediante alambres de ortodoncia en una placa de cultivo celular de
24 pocillos que contenian 2 mL de medio YNB suplementado con una solucion de
sacarosa al 10% para permitir la adherencia de los microorganismos por 10 h a
37°C, luego de inocular con S. sanguinis y C. albicans al mismo tiempo.
Adicionalmente, se agreg6 suero fetal bovino (SBF, Gibco, Nueva York, EE.UU.) al
10% para permitir el desarrollo de hifas en la levadura. Los pre-cultivos de la bacteria
y levadura crecieron en medio YNB suplementado con glucosa 1% (5,5 mM) hasta
alcanzar una DOsoonm de 0,5 y 0,38, respectivamente. Después de las 10 h, las
biopeliculas maduraron en medio YNB suplementado con 0,1 mM (0,02%) de
glucosa (concentracion basal de glucosa en saliva) por 22 h a 37°C, en condiciones
de microaerofilia. Durante los 5 dias posteriores, los bloques de
esmalte/biopeliculas fueron expuestos por 5 min, 3 veces al dia a una solucion de
sacarosa al 10% para emular una condicion cariogénica (exceso de azucar) o NaCl
al 0,9% que corresponde al control negativo de caries (limitacion de azucar). Luego
de las exposiciones diarias, los bloques de esmalte/biopeliculas fueron lavados con
NaCl 0,9% y devueltos a la placa de cultivo previa, la cual tenia medio YNB
suplementado con 0,1 mM (0,02%) de glucosa. EI medio de crecimiento fue
reemplazado 2 veces por dia, es decir, después de la primera exposicién diaria y

luego de la ultima exposicion del dia. Los ensayos de biopeliculas duales fueron
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realizados por sextuplicado en al menos dos experimentos independientes (n=12).
Luego de transcurridos los 5 dias de tratamiento se determinaron los siguientes

parametros:

Parametros Bioldgicos:

Viabilidad Celular: Las biopeliculas adheridas a los bloques de esmalte fueron
transferidas y removidas a un tubo estérii con 1 mL de NaCl al 0,9%. Las
biopeliculas fueron dispersadas con un homogeneizador virtex a maxima velocidad
durante 1 a 2 min. La solucion “madre” obtenida se diluy6 seriadamente 1/10 V/v en
NaCl 0,9% hasta 10°V/y y se sembré 100 uL de las dos ultimas diluciones por
duplicado en medio Infusion Cerebro Corazén (BHI; BD) agar al 1,5% para el
desarrollo de colonias de bacterias y por otro lado, una dilucién hasta 10 V/y para
sembrar 100 uL de las dos ultimas diluciones por duplicado en medio Sabouraud
dextrosa (SD; Oxoid) agar al 1,5% para el desarrollo de colonias de levaduras. Las
placas fueron incubadas aerdbicamente a 37°C por 48 h para el desarrollo de
colonias de levaduras mientras que la cuantificacion de las colonias bacterianas se
realizd luego de incubar las placas en condiciones de microaerofilia a 37°C por 24
h. El recuento de colonias para cada microorganismo se expresd en Unidades

Formadores de Colonias por mililitro (UFC/mL) (Lozano y cols., 2017).

Cuantificacion de la formacion de hifas: Se realiz6 como ha sido descrito
previamente por do Rosario Palma y cols. (2019). Brevemente, 50 uL de la solucién
“‘madre” fue dispuesta en un portaobjetos y observada en un microscopio 6ptico
(Standard 20, Carl Zeiss, Alemania) a una magnificacion de 40x. La cuantificacion
se realiz6 analizando diez campos microscoépicos, por duplicado, tomados desde
las soluciones “madre” desde ambas condiciones experimentales para obtener un

promedio del numero de hifas.
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Microscopia electrénica de barrido (SEM): Para observar la capacidad de formar
biopeliculas duales de S. sanguinis y el aislado clinico oral de C. albicans, los
bloques de esmalte con las biopeliculas, desde ambas condiciones experimentales,
se observaron mediante SEM. Las biopeliculas fueron fijadas con glutaraldehido
0,1% vy tratadas con alcoholes en concentraciones ascendentes para su
visualizacion mediante SEM (JEOL JSM IT300LV; Tokio, Japon), servicio ubicado
en la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Las imagenes obtenidas

fueron analizadas de forma descriptiva.

Parametros Fisico-quimicos:

Medicion de pH en biopeliculas duales: El pH fue determinado de acuerdo con
Lozano y cols. (2019). Las mediciones fueron realizadas dos veces al dia durante
los 5 dias de tratamiento; en la mafiana (previo al primer pulso de sacarosa) y la
segunda medicion durante la noche (posterior al ultimo pulso). Esta medicion se
realiz6 con un microelectrodo acoplado a un pH-metro Benchtop “all in on” (ION 700,
OAKTON, Chicago, USA).

Desmineralizacion del blogue de esmalte: La desmineralizacion de los bloques
de esmalte fue determinada a través del parametro de Knoop’s descrita en Diaz-
Garrido y cols. (2016). Brevemente, se determind la microdureza superficial inicial
(SH)i (una vez preparados los bloques de esmalte y antes de comenzar el
experimento, lo cual fue mencionado previamente). Después del dia 5 de la fase
experimental, los bloques fueron montados en placas de vidrio y se realizaron
nuevamente tres indentaciones lineales separadas a 100 ym cada una de ellas,
adyacentes a las indentaciones iniciales. Estas fueron consideradas como SH final
(SH):. Los promedios de SHi y SHr fueron usados para calcular el porcentaje de
pérdida de (micro)dureza superficial (%SHL), interpretada como desmineralizacion.
La férmula utilizada para calcular el %SHL es: (promedio SHi-promedio SHr) x 100 /
SHi..
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Produccion de Peroxido de Hidrogeno (H202): Al final de los ensayos, se utilizo
el sobrenadante filtrado del medio de cultivo de cada pocillo donde se encontraban
los bloques/biopeliculas suspendidos en ambas condiciones experimentales y el kit
Amplex™ Red (ThermoFisher Scientific). Brevemente, en presencia de peroxidasa,
el reactivo Amplex™ Red reacciona con H20: (liberado de las muestras biologicas)
en una estequiometria 1:1 para crear un producto de oxidacion rojo fluorescente, la
resorufina. Posteriormente, se calcul6 la concentracion de H202 en el sobrenadante
siguiendo las instrucciones del proveedor. La cuantificacion se realizd6 en tres

réplicas biolégicas por condicién a partir de dos experimentos independientes.

Andlisis estadistico: Los datos obtenidos para todas las variables se les aplico el
test Shapiro Wilk para la distribucién de estos. Los resultados de los parametros
mencionados fueron analizados de la siguiente manera: el recuento de células
viables de S. sanguinis y C. albicans, fueron analizadas utilizando el test no
paramétrico de Wilcoxon. La cuantificacion de la filamentacion de la levadura,
determinacién de pH, desmineralizacion de los bloques de esmalte dental y
concentracion de peroxido de hidrogeno se expresaron como promedios Yy
desviacidn estandar, los cuales se analizaron con el test estadistico paramétrico T-
test, para muestras independientes. Las observaciones y analisis de la estructura
de las biopeliculas individuales fueron realizadas de forma descriptiva. Para todos
los andlisis, se considerd una diferencia significativa cuando el valor de p fue <0,05.

Se uso el software Graphpad Prism 8.0.
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RESULTADOS.

Parametros Bioldgicos:

Efecto de sacarosa en la viabilidad celular de C. albicans y S. sanguinis en

modelo de biopelicula dual:

Como se muestra en la figura 1A, las medianas de viabilidad de la bacteria
en condicién control fue 7,1 x 10" UFC/mL, rango: 1,0 x 10° - 1,8 x 10°, mientras
que, en condicién cariogénica fue 1,0 x 108 UFC/mL, rango: 7,0 x 106-1,1 x 10°, lo
que no representa una diferencia estadisticamente significativa (p>0,05).

En la figura 1B, respecto a la viabilidad de la levadura, se observa una
diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) en las medianas entre la condicién
control (1,1 x 108 UFC/mL, rango: 4,7 x 10° - 5,6 x 10°) y la condicion cariogénica
(1,6 x 108 UFC/mL, rango: 2,7 x 108 — 1,0 x 107).
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Figura 1. Efecto de sacarosa sobre la viabilidad celular de S. sanguinis y C. albicans en una
biopelicula dual. A) Recuento celular de la bacteria y B) Recuento celular de la levadura, ambas en
UFC/mL. Gréfico de cajas y bigotes en donde se representan las medianas en ambas condiciones
experimentales y los puntos representan los datos atipicos. Test de Wilcoxon, para S. sanguinis

(p>0,05) y para C. albicans (p<0,05).

Efecto de sacarosa sobre la formacion de hifas de C. albicans en modelo de
biopelicula dual:

En la figura 2, se comparan los promedios obtenidos de la formacién de hifas
de la levadura, tanto para la condicién control (7,1 + 2,3) como la condicién
cariogénica (14,3 = 5,3), los cuales presentaron una diferencia estadisticamente

significativa (p<0,05).
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Figura 2: Efecto de sacarosa sobre la formacion de hifas de C. albicans en modelo de biopelicula
dual. Las barras representan los promedios y las barras de error las deviaciones estandar del nimero

de hifas cuantificadas en ambas condiciones experimentales. T-test p<0,05.

Parametros Fisico/Quimicos:

Efecto de sacarosa sobre la acidogenicidad en modelo de biopelicula dual:
En la figura 3 se presenta la variacion en los promedios de pH en la
biopelicula dual durante todo el transcurso del experimento (142 h) en ambas
condiciones experimentales. Se observa que, a partir de las 46 h hasta las 142 h,
hay diferencias significativas en los valores de pH entre ambas condiciones
experimentales (p<0,05). El pH mas bajo obtenido en la condicion control fue 6,32
+ 0,31 alas 142 h, en cambio el pH més bajo obtenido en la condicién de sacarosa

fue 4,9 £+ 0,24 a las 126 h.
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Figura 3: Efecto de la sacarosa sobre la acidogenicidad en modelo de biopelicula dual. La curva azul
representa la condicion control (NaCl 0,9%) y la curva roja la condicion cariogénica (sacarosa 10%).
Ambas curvas representan los valores promedios y las barras la desviacion estandar en el transcurso
del experimento. T-test, p<0,05. El asterisco representa diferencia estadistica significativa a partir de
46 h hasta las 142 h.

Efecto de la sacarosa sobre la desmineralizacién de los bloques de esmalte
en un modelo de caries in vitro utilizando una biopelicula dual:

En la figura 4 se observa la diferencia en los promedios de la pérdida de
microdureza superficial de los bloques de esmalte sometidos a condicién control
(NaCl) y cariogénica (sacarosa), lo cual se representa en porcentaje de
desmineralizacion. Este valor fue de 53% + 13,8 en la condicién control y de 66,1%

+ 14 en la condicion cariogénica, siendo estadisticamente significativo (p<0,05).
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Figura 4: Efecto de la sacarosa sobre la desmineralizacion de los blogues de esmalte en un modelo
de caries in vitro utilizando una biopelicula dual. Las barras representan los promedios del porcentaje

de desmineralizacion y las barras de error las desviaciones estandar. T-test, p<0,05.

Efecto de la sacarosa sobre la produccién de H202en un modelo de caries in
vitro utilizando una biopelicula dual:

En la figura 5, se observan los promedios de la concentracion de H202 (UM)
entre la condicién control y la condicién cariogénica. Para la condicion control fue
de 2,51 £ 0,77 y para la condicion cariogénica fue de 3,05 + 0,99, lo que no

representa una diferencia estadisticamente significativa (p>0,05).
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Figura 5: Efecto de la sacarosa sobre la produccion de H202 en un modelo de caries in vitro utilizando
una biopelicula dual. Las barras representan los promedios de concentracion de H20:2 y las barras
de error las desviaciones estandar. T-test, p>0,05.

Microfotografias electronicas de barrido de biopeliculas duales de C. albicans
y S. sanguinis:

En las figuras 6A y 6B, se observa la disposicion de C. albicans con sus
respectivas hifas sobre los bloques de esmalte, logrando apreciar una mayor
cantidad de levaduras (formas ovales) y formas hifales en la condicién cariogénica
(6B), en comparacion con la condicion control (6A). Con este aumento no es posible
apreciar las células bacterianas.

En las figuras 6C y 6D, se representa la diferencia descrita anteriormente
en la cuantificacién de la viabilidad celular y el nimero de hifas, tanto en condicion
cariogénica como control, pudiéndose observar un mayor nimero de estas dos
variables en la condicion sacarosa (6D). A esta magnificacion se observan de mejor
manera las dos variables mencionadas y las células bacterianas con un tamafo
pequefio.

En las figuras 6E y 6F, se muestra la relaciéon de proximidad (interaccion
fisica) existente entre C. albicans y S. sanguinis a mayor magnificacion, tanto en la

condicion control como cariogénica, formando la estructura de biopelicula dual. No
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se observa una diferencia importante en la cantidad de bacterias entre ambas

condiciones.

Figura 6: Continuacion.



Figura 6: Continuacion.
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Figura 6: Microfotografias electronicas de barrido de biopeliculas duales de C. albicans y S.
sanguinis. A, C y E) Condicién control, magnificacion 270x, 1300x y 3000x. B, D y F) Condicion

sacarosa, magnificacion 300x, 1300x y 3000x.
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DISCUSION.

Efecto de sacarosa sobre la viabilidad celular de C. albicans y S. sanguinis en

modelo de biopelicula dual.

La capacidad de metabolizar sacarosa y lactato favorece un aumento en la
viabilidad celular de C. albicans en biofilms duales. Bezerra y cols. (2019),
observaron que en biofilms monoespecie de C. albicans sometidos a mayores
concentraciones de glucosa, presentaron una mayor produccion de polisacaridos
extracelulares solubles e insolubles, favoreciendo la formacién de biofilms y un
aumento en la viabilidad celular.

En microambientes con alta concentracion de azucar y pH salival acido se
ha descrito un alto recuento de levaduras del género Candida. Ejemplo de lo anterior
se encuentran los estudios realizados en pacientes con Diabetes Mellitus tipo Il, los
cuales a través de analisis in vitro con aislados clinicos orales de C. albicans,
provenientes de saliva de sujetos diabéticos expuestos a diferentes
concentraciones de glucosa, se observé una mayor viabilidad celular respecto a
aguellos provenientes de saliva de sujetos no diabéticos (Aitken-Saavedra y cols.,
2018: Domingues y cols., 2022). También se ha observado altos recuentos de este
género de levaduras en microambientes similares como lo es en saliva de sujetos
con lesiones de caries severas o ICDAS Il codigo 6 (Lozano y cols., 2017). En la
revision de Lok y cols. (2021), se describié que C. albicans tiene la capacidad de
aumentar al doble su recuento viable solo en presencia de azucares tales como
glucosa, fructosa y galactosa. En el mismo estudio, en donde probaron el efecto de
distintas fuentes de carbono y capacidad de formacion de biofilms de esta levadura,
observaron que bajo la exposicibn de sacarosa hubo mayor contenido de
exopolisacéaridos, rugosidad, altura y espesor de su biofilms en comparacién a
glucosa, arabinosa y lactato. En el articulo de Xiang y cols. (2023), se determiné
que aislados clinicos orales de C. albicans presentaron alta actividad proteinasa,

propiedades acidogénicas, aciduricas y filamentacién. Con respecto a esto ultimo,
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también se observé que entre estos aislados orales hubo variaciones significativas
en el crecimiento de la hifa, es decir, hubo algunos defectuosos en la formacion de
éstas y otros fueron hiperfilamentosos.

Por otro lado, se observd que biopeliculas mixtas de la levadura (aislado
clinico oral o cepa de referencia) con S. mutans aumento la biomasa y la
acumulacion de exopolisacaridos. En el estudio de Ev. y cols. (2020), mediante
analisis RNA-seq, se establecio que aislados de C. albicans provenientes de
lesiones de caries radiculares activas presentaron sobreexpresion de genes
relacionados con actividad metabdlica, transporte de azucar, tolerancia al estrés,
invasion y regulacion de pH, respecto a aislados provenientes de superficies
radiculares sanas, donde solo hubo sobreexpresion de genes relacionados a
formacion de biopelicula.

En el estudio de Huffines y cols. (2020), se observé que biofilms duales de
C. albicans con S. parasanguinis eran menos robustos que aquellos de la levadura
con S. mutans. En este mismo estudio, se determiné que no existen diferencias
significativas en la biomasa de S. parasanguinis en cultivos simples, duales (con C.
albicans) y de tres especies (C. albicans + S. mutans). Lo anterior podria explicar
gue en nuestro estudio no encontramos diferencias significativas en la viabilidad
celular de S. sanguinis en presencia de la levadura.

Por dltimo, en una revisién sistematica de Farias (2021) se determin6 que
el péptido que estimula la competencia proveniente de S. gordonii (microorganismo
comensal asociado a dientes libres de caries), afecta negativamente la formacién
de biopelicula de C. albicans entre un 35% - 60%.

Segun todos los antecedentes mencionados anteriormente y los resultados
de este estudio, podemos decir que la presencia de exceso de azucar en cultivos
de C. albicans, fomenta la viabilidad de la levadura en biopeliculas monoespecie y
en presencia de microorganismos cariogénicos y comensales (en biopeliculas

mixtas), tales como S. mutans y S. sanguinis, respectivamente.
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Efecto de sacarosa sobre la formaciéon de hifas de C. albicans en modelo de

biopelicula dual.

Se ha determinado que, en presencia de azlcares como fructosa y glucosa,
coexisten los tres tipos de morfologia celular de C. albicans, las formas
levaduriformes, pseudohifas e hifas, respecto a otros azucares (revisado en Lok y
cols., 2021).

En el estudio realizado por do Rosério Palmay cols. (2019), observaron en
imagenes histologicas un aumento en la capacidad de filamentacion de C. albicans
cuando se cultivé con S. mitis y S. sanguinis. De la misma forma, las revisiones de
Lohse y cols. (2018) y Koo y cols. (2018) sefialan una interaccion sinergistica entre
la levadura y especies de Streptococcus, dentro de los que destaca S. sanguinis,
favoreciendo la virulencia e invasion de tejidos por parte de la levadura.

En el estudio realizado por Morse y cols. (2019) observaron que la formacion
de hifas aument6 cuando C. albicans fue cultivada en conjunto a S. sanguinis, S.
gordonii, A. viscosus y A. odontolyticus. En tanto, cuando a este consorcio
microbiano se le agrego P. gingivalis, esta capacidad de filamentacion fue reducida.
Con estos resultados podemos esbozar en parte que un rol de C. albicans dentro
de estas sociedades microbianas es realizar una funcion estructural que permita la
co-agregacion bacteriana y la proliferacion de la biopelicula.

Ademas, los pocos estudios existentes de interacciones entre los dos
microorganismos utilizados en este estudio y nuestros resultados preliminares,
especulan que S. sanguinis modularia los rasgos patogénicos de C. albicans.

Adicionalmente, en una tesis desarrollada en paralelo en nuestro
laboratorio, se observd que la filamentacion en biopeliculas monoespecie de la
levadura no presento diferencias significativas (Orellana, 2023), alin con las mismas
condiciones experimentales que nuestro estudio, donde la variable modificada fue
la presencia de S. sanguinis en un modelo de biopelicula dual, por lo que podemos
especular que la sola presencia de la bacteria y/o el H202 producido por ésta, estaria

induciendo la formacién de hifas. En el estudio de Xu y cols. (2017) demostraron
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gue la bacteria comensal S. oralis activa la via de filamentacion en C. albicans
promoviendo la interaccion entre reinos (procarionte - eucarionte) y por tanto, la
formacion de biofilms. Esto da cuenta, que el rasgo morfogenético de la levadura es
promovido por la sola presencia de una bacteria.

Por otro lado, si bien es cierto, se ha descrito que un pH alcalino (pH sobre
6) induce la filamentacion en la levadura (revisado en Basso y cols., 2019), en un
estudio realizado por Merino y cols. (2011) se observd que esta transicion
morfolégica también ocurre en un rango de pH desde 4,4 hasta 7,4 lo que estaria
fomentando la formacion de biopeliculas.

En el estudio realizado por Ev. y cols. (2020), observaron una
sobreexpresion de genes de C. albicans relacionados con el transporte de azucares,
la regulacion de fuentes de carbono y la flamentacion en muestras de biopeliculas
provenientes de lesiones de caries radiculares activas.

Estudios in vitro han descrito que el H202 (comercial) induce la transicion
morfolégica de C. albicans desde la forma levaduriforme al estado de hifa
(Westwater y cols., 2005; Komalapriya y cols., 2015). Sin embargo, se desconoce
el efecto que podria tener en la filamentacion el H202 producido biolégicamente por
S. sanguinis. Estudios preliminares en nuestro laboratorio mostraron que hubo un
aumento significativo en la filamentacion de esta levadura al exponerla a
sobrenadante (filtrado) de cultivos de S. sanguinis, respecto a cuando se expuso a
H202 comercial y a suero fetal bovino (datos no publicados).

Segun todos los antecedentes mencionados anteriormente y los resultados
de este estudio, podemos decir que la presencia de exceso de azucar en cultivos
de C. albicans fomenta la formacion de hifas de la levadura en biopeliculas duales

con S. sanguinis.
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Efecto de sacarosa sobre la acidogenicidad en modelo de biopelicula dual.

Willems y cols. (2016) determinaron que en biofilms duales de C. albicans
con S. mutans el pH del medio fue mayor que el pH de biofilms monoespecie de la
bacteria, por lo que C. albicans estaria elevando el pH en microambientes
acidogénicos, tal como también lo describieron Eidt y cols. (2019). A diferencia de
los resultados obtenidos en Orellana (2023), en donde el pH en los biofilms
monoespecie de C. albicans expuestos a exceso de azlcar alcanzaron valores
alrededor de 4,2, es decir, &cidos. Cabe destacar que estos estudios (excepto el de
Orellana (2023)) no son comparables, debido a que las cepas de C. albicans, el
medio de cultivo y el sustrato utilizado para formar las biopeliculas son distintas. Sin
embargo, en nuestros resultados los valores de pH en la condicién con exceso de
azucar alcanzaron valores minimos cercanos a 4,9, lo cual indica el efecto de S.
sanguinis en la regulacion del pH en ambientes levemente acidicos (induccion del
sistema ADS). Si bien, C. albicans no puede producir acido lactico porque no posee
la enzima lactato deshidrogenasa, produce otros acidos, como el &cido malico,
pirdvico y acético, los cuales podrian contribuir al pool acidico predominante en una
condicion &cida, como la cariogénica (de Abreu y cols., 2016). Esto demuestra los
rasgos acidogénicos y acidotolerantes de esta levadura (Revisado en Xiang y cols.,
2023), lo anterior se confirm6 en el estudio de Bezerra y cols. (2019), en donde la
caida del pH present6 un efecto dosis dependiente con respecto a la concentracién
de glucosa en el medio de cultivo, en biopeliculas monoespecie de C. albicans. Por
el contrario, biopeliculas monoespecie de S. sanguinis en condiciones
experimentales similares a este trabajo, alcanzaron valores de pH proximos a 6,0
en condiciones de exceso de azucar (Diaz-Garrido y cols., 2020).

Por lo tanto, segun todos los antecedentes mencionados anteriormente y
los resultados de este estudio, podemos decir que la presencia de exceso de azucar
en cultivos de C. albicans, induce una baja en el pH del medio en biofilms duales
con S. sanguinis, solo que la presencia de la bacteria evita que estas caidas de pH

sean tan pronunciadas.
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Efecto de la sacarosa sobre la desmineralizaciéon de los bloques de esmalte

en un modelo de caries in vitro utilizando una biopelicula dual.

Con todos los antecedentes mencionados anteriormente, Lok y cols. (2021)
destacan que la asimilacion de distintas fuentes de carbono dirige el metabolismo
de C. albicans, teniendo un efecto sobre el crecimiento, pared celular, adhesion,
formacion de biofilms, formacion de hifas y resistencia a drogas en esta levadura.

Uno de los rasgos de patogenicidad de Candida spp. es la produccion y
secrecion de enzimas extracelulares, tales como, aspartil proteasas, fosfolipasas y
lipasas, que se activan a pH bajos, degradan proteinas y componentes de matriz
extracelular (Li y cols., 2014). También se ha descrito que Candida spp. es capaz
de disolver dentina y consecuentemente liberar calcio al medio, pero lo anterior no
se ha probado en esmalte dental, el cual tiene un mayor contenido mineral que la
dentina (Szabd y cols., 2014). de Abreu y cols. (2016), observaron que biopeliculas
de C. albicans formadas sobre blogues de esmalte de bovino, cubiertos con un pool
de saliva humana provenientes de niflos preescolares con y sin caries, presentaron
un alto porcentaje de desmineralizaciébn en ambas condiciones, comparado con el
control, que en este caso eran bloques de esmalte cubiertos con saliva, pero sin la
adicién de la levadura. En el estudio de Charone y cols. (2017) utilizaron aislados
clinicos orales de Candida spp. proveniente de placa supragingival de nifios VIH
positivos, y observaron una reduccién gradual de la microdureza superficial de
esmalte dental humano desde del dia 1 al 5 luego de la formacién de las biopeliculas
usando a estos como sustratos; se observé que C. albicans produjo liberacion de
calcio durante el desarrollo del experimento. En una tesis en paralelo por Orellana
(2023), se observo que, con las mismas condiciones experimentales, pero sin
presencia de S. sanguinis, es decir, en biopeliculas monoespecies solo de la
levadura, hubo una mayor desmineralizacién del esmalte en un medio con exceso
de azucar.

En el estudio de Willems y cols. (2016), se demuestra otra respuesta de la

levadura en un medio con glucosa suplementado con 0,2% de sacarosa y formando
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biopelicula con S. mutans. Los resultados de este estudio mostraron que hubo un
pH mas alcalino y consecuentemente menos liberacion de calcio en biofilms duales
con la bacteria con respecto a la biopelicula monoespecie de S. mutans. En estas
condiciones experimentales, se podria especular que C. albicans podria tener un rol
que disminuye la cariogenicidad en microambientes ricos en azlcar y en presencia
de una bacteria acidogénica, sin embargo, es importante destacar que este estudio
no utilizé bloques de esmalte para el crecimiento de los biofilms, sino discos de
hidroxiapatita.

Con los datos mencionados y los resultados de nuestro estudio, podemos
plantear que el exceso de azucar en cultivos de C. albicans con S. sanguinis
formando una biopelicula dual, aumenta la desmineralizacién del esmalte en un

modelo de caries in vitro.

Efecto de sacarosa sobre la produccién de H202 en modelo de biopelicula

dual.

En nuestros resultados, se observé que la concentracion de H202 no
presento diferencias significativas en las condiciones bajo estudio, aunque tendi6 a
ser levemente mayor en la condicidén sacarosa (cariogénica). En el articulo de Diaz-
Garrido y cols. (2016), se determiné que la produccion de H20: fue alrededor de 15
MM en una biopelicula dual de S. sanguinis en presencia de S. mutans, utilizando el
mismo modelo de caries in vitro. Se ha descrito en la literatura que existe una
competencia entre estas dos bacterias (Kreth y cols., 2005; Kreth y cols., 2008;
Lozano y cols., 2019), por lo que esta diferencia con respecto a nuestros resultados
representa una respuesta antagonica a la disputa del mismo microambiente oral y
por otro lado, a la naturaleza comensal de S. sanguinis que busca mantener la
ecologia oral y la atenuada funcionalidad de S. mutans como microorganismo
patobionte. En cuanto a la interaccion de S. sanguinis con C. albicans de tipo
quimica o metabolica, hay escasa evidencia. En el estudio realizado por Zheng y

cols. (2012) determinaron que la proteina A de Control de Catabolito de Carbono
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(CcpA) regula la expresion del gen spxB, pero esta regulacion no esta influenciada
por la concentracion de glucosa. Esta relacion podria explicar que no observamos
diferencias significativas en la produccion de H202 en la condicidon control v/s
sacarosa. Cabe destacar que en biopeliculas monoespecies de C. albicans la
produccion de H202 fue 0 (cero) en NaCl y concentraciones bajo 0,5 uM en sacarosa
(datos no publicados).
Con los antecedentes revisados y los resultados de nuestro estudio,
podemos decir que el exceso de azucar en cultivos de C. albicans con S. sanguinis

formando una biopelicula dual, no tiene un efecto sobre la produccién de H20:.

Rol de Candida albicans en la estructura de biopeliculas orales.

El efecto de una dieta alta en azucares en biopeliculas multiespecies ha sido
descrita en modelos que involucran S. mutans y C. albicans. Bowen y cols. (2018),
indican que esta relacion entre reinos se relaciona con la formacion de EPS, la co-
adhesion y el rol que cumplen las exoenzimas como Gtfs en la produccion de una
matriz celular que permita la interaccion sinérgica entre estas especies. Una vez
conformados estos biofilms, ambas especies son capaces de intercambiar
metabolitos, tales como factores de crecimiento, mientras continGan produciendo
exoenzimas y aumentando el volumen de matriz extracelular del biofilms. Asi, se
puede deducir que ambos microorganismos, con lo mencionado anteriormente,
cumplen un rol estructural dentro de la biopelicula.

En condiciones de salud oral, C. albicans puede relacionarse de forma
sinérgica con S. sanguinis (de forma quimica o metabdlica), asi, la formacién de
hifas sirve como superficie para la adhesion de estas bacterias y producir el
establecimiento del biofilms (Ren y cols., 2022). En relacién a nuestros resultados,
se observo que un exceso de azucar disponible significé que el nUmero de levaduras
e hifas se elevara (como se ha descrito anteriormente en otros estudios), pero no
hubo un aumento significativo en el recuento de S. sanguinis. Las microfotografias

electrénicas de barrido no dan cuenta del volumen y biomasa de la biopelicula, por
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lo que utilizando microscopia invertida o CLSM (microscopia de barrido de laser
confocal, por sus siglas en inglés), nos entregaria este tipo de informacion.

Si bien, el sinergismo entre S. mutans y C. albicans ha sido descrito, escasa
es la evidencia en relacion a streptococci comensales orales y su interaccion con C.
albicans. Ejemplo de lo anterior, en el estudio realizado por Huffines y cols. (2020),
quienes observaron en estudios multiespecies que S. parasanguinis (bacteria
comensal asociado a condicion de salud oral) inhibe la adherencia de C. albicansy
formacién de glucanos de S. mutans al bloquear la actividad de sus enzimas Gtfs,
lo que indicaria la potencial capacidad de S. parasanguinis en prevenir disbiosis

orales.
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CONCLUSION.

El exceso de azucar favorece el potencial patobionte de C. albicans

aumentando su viabilidad celular, su filamentacion y su capacidad desmineralizante.

En condiciones cariogénicas, la presencia de S. sanguinis en biopeliculas
duales con un aislado clinico oral de C. albicans actia atenuando las caidas
abruptas del pH del medio, disminuyendo el potencial desmineralizante de la

levadura.

El exceso de azucar disponible no tiene efecto en la viabilidad celular de S.

sanguinis ni en la produccién de H20:.

Con los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, se sientan
las bases para proponer o realizar estudios bioquimicos y moleculares para
determinar la interaccion entre C. albicans y otras bacterias comensales, tales como

S. sanguinis.
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APROBADO al proyects presentado.

Esta aprobacidn se extiende por un plazo de 24 meses, a contar de esta fecha.

Lugar de realizacion del estudio: Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile.

Riequiere seguimiento o visita en termeno: Si Mo X N" de vistas:

El imvestigadior responsable deberd tener presenie gue debe:

&

& & W

Enviar para aprobacidn o toma de conocimiento de nueva documentacidn relacionada
&l estudio.

Informar cambio en los delegados del director de La instibucidn.

Enwviar un informe anual de los avances del Proyecto.

Solicitar extensicn de plazo de aprobacion (=i aplica).

Erviar informe final del Proyecto.

Los items minimos que deben contener los informes anuales y el informe final son los
siguientes:

Cumplimiento de los objetivos.

Mumero de participantes enrolados.

Mumero y motivo de bos sujetos que abandonan o se retiran de la investigacion.
Listado de desviaciones al proyecto.

B L P =

"
{ |
'_l..";"' -;;' i .z//
Dra. Euwgenia Henriguez [ Aquing
Presidenta CEC

C/C Secretaria CEC
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ANEXO 2: CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Inicio de este estudio.

- Presenta sus encias sanas.

- No presenta caries activas o presenta historia de caries.

- No presenta alguna enfermedad sistémica descompensada o sin tratamiento,

Particlpacion voluntaria

Su participacion en esta investigacion es totaimente voluntaria. Usted decide si desea participar o
no.

Procedimientos

Si usted acepta participar, sera examinado/a intraoralmente por la Dra. Ximena Lee, Cirujana-
Dentista, utiizando guantes, mascarilla, espejo dental y una luz artificial. El dia de la toma de
muestra de saliva ellla voluntario/a debe haberse lavado los dientes al menos 2 horas antes y no
haber fumado ni consumido alimentos o liquidos. Se le tomara una muestra de saliva, la cual
debera ser depositada dentro de un frasquito que nosotros le proporcionaremos. En el caso que
usted esté dispuesto a participar, pero no es capaz de depositar la saliva en el frasquito, nosotros
lo podemos ayudar. Para la toma de muestra de saliva, usted debera permanecer sentado y
tranquilo durante el tiempo necesario expectorando saliva en el frasquito. Luege de su uso, 1a
saliva sera eliminada como resiiuc biologico

Antes de esta actividad se le dara una breve explicacion del procedimiento a realizar por parte de
laDra Lee.

Este estudio esta planificado para que tenga una duracién de 24 meses a contar de la fecha de
aprobackn del Comité Etico Cientifico y del Comité de Bioseguridad de la Facultad de
Odontologia, U. de Chile,

Resultados de la investigacién

Los resultados & obtener de esta investigacion seran publicados en revistas cientificas, los cuales
ayudaran a la comprension de las enfermedades en la cavidad bucal.

Riesgos, molestias y/o eventos adversos

Durante el examen intracral o posterior a su participacion ne existe riesgo alguno para su salud.
Beneficios

Tendra el beneficio de conocer el estado actual de su boca, el cual conocera una vez se le haya
realizado el examen intraoral. No habrd un beneficio economico para usted. Si usted desea
conocer los resultados de la investigacion, con gusto el equipo de Investigadores se los puede
exponer de manera didactica para su tolal comprension

Confidencialidad

Nosotres no compartiremos informacidn acerca de usted con nadie fuera del equipo investigador.
La informackdn personal que obtengamos de este proyecto se mantendra en privado. Cualquier
informacién acerca de usted llevara un nimero o cédigo en lugar de su nombre.

Etica

Esta investigacién ha sido aprobada para su realizacion por el Comité Etico Clentifico de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile
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Informacién o dudas

Ante cualquier consulta o duda acerca de |a investigacidn existira un/a investigadoria informado
para ayudarle e informarle al respecto. Usted debera comunicarse con la Dra. Ximena Lee al
nimero 2297886005 o a fa Dra. Carla Lozano al nimero 229781792, En caso de duda sobre sus
derechos comunicarse con la Presidenta del Comité Etico Cientifico. Dra, Eugenia Henriquez D',
Teléfono: 228781845, Email. cac.fouch ontologia uchile cl
Ubicado en el 3° Piso, Olivos 943, Comuna de Independencia.

Il. FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO
Lei la informacion precedente, o me la leyeron. He tenido la oportunidad de hacer preguntas
acerca de ella, y todas las preguntas que hice fueron respondidas a8 mi entera satisfaccion.

Consiento voluntariamente participar en este estudio y entiendo que tengo el derecho a
retirarme en cualquier momento. Se me ha entregado una copla de este documento.

Nombre completo sujeto voluntario/a

Teléfono:

Firma sujeto voluntario/a:

Fecha:

Alla sujeto voluntario/a he entregado informacién sobre el estudio, y en mi opinién esta
informacién es precisa y suficiente para que el sujeto entienda completamente la naturaleza,
los riesgos y beneficios del estudio, y los derechos que tiene en tanto es sujeto voluntario/a.
No ha existido coercion ni ha actuado bajo influencia alguna. He sido testigo que el sujeto
firmé el documento.

Nombre completo investigador/a:

Firma Investigadoria:

Fecha:

Nombre completo Director/a institucion:

Firma:

Fecha:

Hica X/



