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1. RESUMEN

INTRODUCCION:

Lisozima y lactoferrina son proteinas presentes en saliva, agentes antimicrobianos
no especificos. Lisozima salival degrada la pared celular bacteriana y lactoferrina
captura hierro. Las diferentes propiedades antibacterianas de estas proteinas
permiten mantener la homeostasis de la cavidad bucal. Lacticaseibacillus casei
son bacilos Gram positivo, acido-lacticos. Se ha reportado su presencia en

cavidad oral y en lesiones de caries dentinaria.

OBJETIVOS:
Determinar el efecto in vitro de lisozima y lactoferrina sobre el crecimiento y la

formacién de biopeliculas de Lacticaseibacillus casei ATCC 4646.

METODOLOGIA:

L. casei ATCC 4646 fue cultivado con concentraciones seriadas de lisozima o
lactoferrina salival. El estudio de crecimiento bacteriano se realiz6 a 37°C en
condiciones aerobicas y agitacion durante 10 h. Para la formacion de biopeliculas,
los cultivos se incubaron durante 5 dias a 37°C en atmésfera de 5% de CO:z y sin
agitacion. Posteriormente las biopeliculas fueron tefiidas con cristal violeta. Ambos
estudios fueron medidos mediante espectrofotometria en un equipo Synergy HT.
El andlisis estadistico se realiz6 mediante el software Graphpad Prism 8.0.

RESULTADOS:
No se observéd un efecto estadisticamente significativo de lisozima o lactoferrina
sobre el crecimiento y la formacion de biopeliculas de L. casei ATCC 4646.

CONCLUSIONES:
El crecimiento y la formacion de biopeliculas de Lacticaseibacillus casei ATCC

4646 in vitro no se ve afectado por la presencia de lisozima o lactoferrina.



2. MARCO TEORICO

2.1. SALIVA HUMANA

La saliva humana es un fluido especializado, caracterizado principalmente
por mantener la homeostasis de la cavidad bucal, como también favorecer en la
fonacion, masticacion, deglucién de alimentos, experiencia gustativa, entre otros
(Wang y cols., 2018; Brown y cols., 2021). Es secretada constantemente por
glandulas salivales, compuestas por células especializadas del epitelio, cuyos
ductos desembocan en la cavidad oral (Marsh y cols., 2015). Su estructura consta
de acinos y conductos intercalados que permiten la primera fase de secrecién de
saliva, la que luego recorre un sistema de ductos glandulares hasta desembocar
en la boca. En su primera fase, los acinos secretan una solucion isotonica,
producto de un ultrafiltrado plasmético, que durante su paso por el sistema de
ductos glandulares se ve modificado a una secrecion hipotonica, por una
reabsorcion de iones de sodio y cloruro dependiente de energia. La secrecién en

si esta controlada por el sistema nervioso autonomo (Dodds y cols., 2005).

La produccion y el tipo de saliva secretada varia dependiendo de la glandula
involucrada. ElI 90% del total de saliva es secretado por las glandulas salivales
mayores, mientras que el resto proviene de las glandulas salivales menores y
fuentes no glandulares como el fluido gingival crevicular (FGC) (Gao y cols.,
2015).

La saliva es una mezcla compleja de componentes, teniendo un predominio
de agua (99,5%). Dentro de su composicion restante, el 0,3% esta formado por
proteinas salivales y el 0,2% esta constituido por iones inorganicos y elementos
trazas. Tanto elementos organicos como inorganicos brindan a la saliva funciones
especificas y Unicas, de las cuales pueden ser funciones propias de las moléculas
0 desencadenarse al interactuar con otras moléculas, estructuras o

microorganismos dentro de la cavidad oral (Brown y cols., 2021).



2.1.1 COMPOSICION SALIVAL

Dentro de los componentes inorganicos de la saliva se encuentra el ion
bicarbonato (HCOz3’) que regula el pH salival actuando como un amortiguador
(buffer) acido-base. También cuenta con electrolitos como iones de calcio y
fosfato, cuya funcion principal es mantener la sobresaturacion salival respecto al
mineral dental, conservando la integridad de su superficie (Dodds y cols., 2004,
Marsh y cols., 2015).

Entre los componentes organicos de la saliva se encuentran principalmente
proteinas, las cuales pueden encontrarse suspendidas en la saliva o bien
formando parte de una pelicula sobre las superficies dentales, conocida como
pelicula salival adquirida (PSA). Dentro de estas proteinas podemos encontrar a
las proteinas ricas en prolina (PRP), las estaterinas, mucinas, amilasa, histatinas,
entre otras. Las PRP corresponden al 70% de la saliva secretada por una de las
glandulas mayores, la parétida y se clasifican en PRP acidas y basicas,
cumpliendo un papel multifuncional dependiendo del tipo. Las PRP acidas tienen
dominios que permiten su unidn a cristales de hidroxiapatita (Kauffman y Keller,
1979; Lynge y Belstrgm, 2019). Por otra parte, las estaterinas son responsables
de regular la remineralizacion, evitando la precipitacion inespecifica de sales de
Ca?* sobre la superficie dental (Hay y cols., 1984; Lynge y Belstrgm, 2019).
Ademas, se ha descrito que las PRP y estaterinas permiten la union de
microorganismos como Streptococcus mutans a la superficie dental, favoreciendo
la formacion de la biopelicula dental (Gibbons y Hay, 1989; Lynge y Belstram,
2019). Las mucinas son glicoproteinas secretadas mayormente por otras
glandulas mayores, submandibular y sublingual. Sus propiedades radican en la
hidratacion y lubricacion de superficies orales y la aglutinacion de bacterias orales
(Gao y cols., 2015). Las amilasas son enzimas que catalizan la degradacion de
polisacaridos complejos como glucégeno y almidén (Sanchez y cols., 2010). Las
histatinas quelan iones metalicos y presentan actividad antimicrobiana,
favoreciendo la eliminacion de microorganismos presentes en la superficie dental

durante el recambio del flujo salival (Amerongen y Veerman, 2002).
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Ademas, una gran variedad de proteinas salivales presenta propiedades
antimicrobianas o participan en la aglutinacién microbiana. Dentro de éstas se
cuentan lisozima, lactoferrina, peroxidasa, inmunoglobulina A secretora,
aglutininas y cistatinas, que, de manera independiente 0 en conjunto, pueden
tener efecto en las bacterias orales (Lynge y Belstram, 2019). Estas, aun estando
en concentraciones pequefias en relacion con otros componentes, presentan
diferentes funciones protectoras importantes para la hemostasia en salud en boca.
En relacion con los objetivos de este estudio revisaremos en detalle lisozima y

lactoferrina.

2.1.1.1 LISOZIMA

Es una glicoproteina cationica de 14,7 kDa de peso molecular (Krzysciak y
cols., 2015; Galvez-lriqui y Plascencia-Jatomea, 2020). Est4 presente en
diferentes fluidos corporales, encontrandose en grandes concentraciones en el
plasma, fluido amnidtico, saliva, lagrimas y leche materna (Krzysciak y cols., 2015)
y en concentraciones menores en orina, bilis y fluido cerebroespinal (Moslemi y
cols., 2015). Lisozima, junto con otros componentes como los del sistema del
complemento, protegen al organismo contra infecciones (Krzysciak y cols., 2015).
Presenta principalmente propiedades antibacterianas (Wang y cols., 2018),
antivirales, antifangicas (Hatti y cols., 2007; Krzysciak y cols., 2015),
antiinflamatorias, anticancerigenas y actividad inmunomoduladora (Ferraboschi y
cols., 2021).

Posee accibn muramidasa que consiste en la capacidad de catalizar la
hidrolisis del enlace glucosidico (-1,4, entre el acido N-acetilmurdmico y la N-
acetil-D-glucosamina, presentes en la capa de peptidoglicanos de la pared celular
bacteriana, logrando asi su ruptura, produciendo efectos como la hipo-
osmolarizacién del microorganismo (Galvez-Iriqui y Plascencia-Jatomea, 2020;
Lynge y Belstram, 2019; Krzysciak y cols., 2015). Su mayor actividad
antibacteriana ocurre en bacterias Gram positivo (Moslemi y cols., 2015), en

cambio en bacterias Gram negativo su efecto es reducido debido a la existencia
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de polipéptidos adicionales y la capa de lipopolisacaridos presente en la

membrana externa (Krzysciak y cols., 2015; Ferraboschi y cols., 2021).

Por otra parte, se ha descrito que lisozima puede afectar en la agregacion y
la adherencia bacteriana a superficies e incluso la activacion de la autolisis
bacteriana mediante la destruccion de la pared celular (Lenander-Lumikari y
Loimaranta, 2000; Rudney and Smith, 1985). Claro ejemplo es la disminucion de la
adhesion de S. mutans a cristales de hidroxiapatita en presencia de lisozima (Hatti
y cols., 2007; Kho y cols., 2005).

También se ha descrito que lisozima puede producir la aglutinacion de
bacterias Gram positivo como S. mutans, otros Streptococcus spp. y bacterias
Gram negativo como Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Wang y cols.,
2019).

Lisozima se encuentra presente en la boca por su secrecién a través de los
acinos glandulares de las glandulas salivales mayores y menores, por granulocitos

neutroéfilos y por el FGC (Moslemi y cols., 2015).

Con respecto a los niveles salivales de lisozima no es posible encontrar un
consenso ya que, en los estudios existentes, son diferentes los tipos de saliva
estudiada, pudiendo ser o el total de saliva secretada o sélo saliva de parétida o
incluso diferenciarse entre saliva estimulada o no estimulada. También existe
discrepancia en los diferentes métodos usados para cuantificarlos. En la Tabla 1
se expone un cuadro resumen de las concentraciones de lisozima salival descritas

en la literatura, los cuales van desde 9,5 pg/ml hasta 98 pug/ml.
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Tabla 1*: Cuadro resumen de concentraciones de lisozima salival reportadas en la literatura.

Concentracién Tipo de saliva Variantes Tipo de Estado de salud Autor
(ng/ml) denticion sistémicay bucal
98,9 + 19,6 Saliva total no -Mujeres Denticion -Se evalia indice de Turner y
estimulada -20 a 26 afios  permanente placa y salud gingival cols.,
-Noruega -Sin enfermedades 1991.
sistémicas
-No se especifica
estado de salud
cariolégico
30,9 +13,0 Saliva total -No se Denticion -ceo-s entre 11 a 35 Cole vy
-No se especifica mixta -No se especifica cols.,
especifica si  sexo estado de salud 1981.
saliva es -7 a 12 afios periodontal ni salud
estimulada o -Colombia sistémico
no
18,6 + 4,6 Saliva total -No se Denticion -CEO-D entre 7 a 25
-No se especifica permanente -Con enfermedad
especifica si  sexo periodontal
saliva es -51a 75 afios -No  se especifica
estimulada o -USA estado de salud
no sistémico
26,9+11,6 Saliva total -Sexo Denticion -Sin enfermedad Kmiliausk
-No se masculino primaria, sistémica is y cols.,
especifica si -3 a 15 aflos mixta y -No se especifica  2005.
saliva es -Brasil permanente estado de salud
23,4+125 estimulada o -Sexo periodontal y cariol6gico
no femenino
-3 a 15 afios
-Brasil
34,0 £15,0 -Sexo Denticion
masculino permanente
-20 a 42 afios
-Brasil
25,0+7,0 -Sexo
femenino
-20 a 42 afios
-Brasil
51,64 +£2,82 Saliva total no -No se Sin -Sin enfermedad Sun y
estimulada especifica especificar sistémica cols.,
edad ni sexo -No se especifica 2016.
-China estado de salud
periodontal y carioldgico
95+11 Saliva total no -No se Denticion -Sin  experiencia de Moslemi
estimulada especifica primaria caries y cols,,
sexo -No  se especifica 2015.
-3 a 6 afos estado de salud
-Irédn sistémico o salud
periodontal
10,62 + 1,83 Saliva total -Nifios entre Denticion -Caries temprana de la Sharmay
estimulada 3 a 5 afios primaria infancia (ceo-d > 5) cols,,
-Nifios y -Sin enfermedades 2020.
nifias sistémicas
-India -No se especifica
estado de salud
periodontal

*(Tabla realizada fue elaborada en este estudio)
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Se ha reportado cierta correlacion entre los niveles de lisozima salival y
desarrollo de lesiones de caries. Estudios en nifios brasilefios de 12 afios y sin
enfermedades sistémicas, encontraron mayores concentraciones de lisozima
salival en individuos con menores valores de COP-D (Felizardo y cols., 2010).
Ademas, Moslemi y cols., (2015) analizaron las concentraciones de lisozima
salival en nifios iranies entre 3 a 6 afos, determinando que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre aquellos con experiencia de caries y libres de
caries; siendo 9,5 + 1,1 pg/ml sin experiencia de caries, en comparacion a los 2,1
+ 6 pg/ml de nifios con experiencia de caries (Moslemi y cols., 2015). Por el
contrario, Mass y cols. (2002) reportaron la presencia de mayores niveles de
lisozima salival y mayores recuentos de S. mutans y bacterias acido-lacticas en
nifios y adolescentes entre 5 y 17 afios con experiencia de caries en comparacion

al grupo libre de caries (Mass y cols., 2002).

Por otra parte, Stuchell y Mandel (1983) reportaron que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre las concentraciones de lisozima en saliva
estimulada, ya sea de paro6tida o sublingual y submandibular, entre personas
adultas con y sin experiencia de caries (Stuchell y Mandell 1983). Hao y Lin
(2009), también reportan que no hay una diferencia estadisticamente significativa
entre las concentraciones de lisozima salival presentes en nifios con y sin

experiencia de caries (Hao y Lin, 2009)

En otros escenarios, estudios indican que la concentracion de lisozima en

saliva aumenta en presencia de infecciones de Candida spp. (Yeh y cols, 1997).

2.1.1.2. LACTOFERRINA

Lactoferrina es una glicoproteina cationica de tipo metaloproteinasa de peso
molecular 80 kDa, unida reversiblemente a hierro (Arslan y cols., 1982; Drago,
2006; Wang y cols., 2019). Se puede encontrar en diferentes fluidos corporales

como saliva, lagrimas, pancreas y bilis (Drago, 2006; Moslemi y cols., 2015).
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La lactoferrina posee en su estructura dos acidos sialicos que presentan
unidades de oligosacaridos en su extremo N-terminal (Spik y cols., 1982). La
presencia de varios dominios presentes en su cadena polipeptidica le brindan
propiedades antimicrobianas (Moslemi y cols., 2015) ya sean acciones
bacteriostaticas o bactericidas. También presenta propiedades fungicidas,
antivirales (Amerongen y Veerman, 2002; Pedersen y Belstram, 2019) e
inmunomoduladoras (Moslemi y cols., 2015). También presenta propiedades de
lubricante, al estar interaccionando con mucinas (Brown y cols., 2021).

En relacion con su union a hierro, lactoferrina puede encontrarse en dos
formas, como holo-lactoferrina, que corresponde a la proteina unida a hierro, y
como apo-lactoferrina que es la proteina libre del mineral. Estas diferencias
estructurales pueden entregarle diferentes funciones (Wang y cols., 2019). Se ha
descrito que apo-lactoferrina posee su accidn bacteriostatica mediante su
capacidad de quelar hierro del medio extracelular, mecanismo con el cual priva de
este micronutriente esencial a los microorganismos (Arnold y cols., 1982; Berlutti y
cols., 2011; Moslemi y cols., 2015).

Su accion bactericida la ejerce de manera directa por su capacidad de
unirse a porinas y al lipido A de los lipopolisacéaridos presentes en la membrana
externa de bacterias Gram negativo. Esta union a componentes de la membrana
externa cargados negativamente permite la liberacion de dichas moléculas,
favoreciendo la desestabilizacion y subsecuente pérdida de permeabilidad de la
membrana bacteriana. En el caso de bacterias Gram positivo, lactoferrina requiere
realizar una union sobre los componentes de la pared celular para poder ejercer

su accion bactericida (Drago, 2006).

Apo-lactoferrina produce un efecto bactericida en diferentes bacterias del
género Streptococcus (Arnold y cols., 1982). Ademas, su propiedad antibacteriana
radica en la aglutinacion con ciertas bacterias como S. mutans, propiciando su
remocién de la cavidad oral mediante accidbn mecanica de la saliva y de la

deglucién de las bacterias aglutinadas (Moslemi y cols., 2015). Esta accién no se



15

logra en otras especies de Streptococcus o de bacterias como P. gingivalis y A.
actinomycetemcomitans (Wang y cols., 2019). Apo-lactoferrina también puede
inhibir la adhesion de microorganismos como Streptococcus sobrinus a la

superficie mineral dental (Visca y cols., 1989).

Por otra parte, Berlutti y colaboradores (2004) reportaron que holo-
lactoferrina bovina es capaz de inhibir la adhesién de S. mutans plancténico,
agregado o formando biopeliculas en superficies abidticas (Berlutti y cols., 2004).
Otro estudio reportd que holo-lactoferrina inhibe la adhesion inicial a superficies de
vidrio de Streptococcus gordonii, pero no de bacterias como Fusobacterium

nucleatum o Porphyromonas gingivalis (Arslan y cols., 2009).

La lactoferrina salival se encuentra en la cavidad oral por su secrecién por
células serosas presentes en glandulas salivales mayores y menores, pudiendo

también estar presente en el FGC (Wang y cols., 2019; Moslemi y cols., 2015).

Al igual que lo sefalado para lisozima salival, no es posible determinar un
consenso de las concentraciones de lactoferrina en saliva por las diferentes
variantes existentes. En la Tabla 2 se expone un cuadro resumen de las
concentraciones de lactoferrina salival descrita en la literatura, los cuales van
desde 0,003 pg/ml hasta 25,6 pg/ml.

Se ha reportado relacion entre los niveles de lactoferrina salival y desarrollo
de lesiones de caries. Sikorska y cols., (2002) reportaron en un estudio en
adolescentes polacos de 15 afios y sin enfermedades sistémicas, valores menores
de COP-D en aquellos con niveles mas bajos de lactoferrina salival, mientras que
también se evidenciaron valores de COP-D mas altos correlacionados a mayores
niveles de lactoferrina salival, llegando a una concentracion maxima de alrededor
6 pg/ml (Sikorska y cols., 2002). Jentsh y cols. (2004) en un estudio longitudinal de
4 afos en adultos alemanes relaciona positivamente un bajo incremento de indice
COP-D en pacientes con bajos niveles de lactoferrina en saliva no estimulada
(Jentsh y cols., 2004).
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Tabla 2*; Cuadro resumen de concentraciones de lactoferrina salival reportadas en la

literatura.

Concentracion Tipo de Variantes Tipo de Estado de salud Autor
(ng/ml) saliva denticion sistémicay bucal
25,6 +3,1 Saliva total -Mujeres Denticion -Se evalla indice de placa Turner 'y
no -20 a 26 permanente y salud gingival cols., 1991
estimulada afios -No se especifica estado
-Noruega de salud cariolégico.
-Sin enfermedades
sistémicas
9+10 Saliva total -No se Denticién -ceo-s entre 11 a 35 Cole y
-No especifica mixta -No se especifica estado cols., 1981
especifican Sexo de salud periodontal ni
si saliva es -7 a 12 afios sistémica
estimulada o -Colombia
no
24+9 Saliva total -No se Denticién -CEO-D entre 7 a 25
-No especifica permanente -Con enfermedad
especifican sexo periodontal
si saliva es -51 a 75 -No se especifica estado
estimulada o afios de salud sistémica
no -USA
0,051 + 0,024 Saliva total -No se Denticién -Sin experiencia de caries Moslemi y
no especifica primaria -No se especifica estado cols., 2015
estimulada sexo de salud sistémico o
-3 a 6 afos periodontal
-Iran
0,003 + 0,01 Saliva total -Nifios de 12 Denticion -Sin experiencia de caries Felizardo y
estimulada afios permanente ni enfermedades cols., 2010
-No se sistémicas
especifica -No se especifica estado
Sexo de salud periodontal
-Brasil
3,76 + 0,83 Saliva total -Nifios entre Denticion -Caries temprana de la Sharma vy
estimulada 3 a 5 afios primaria infancia (ceo-d > 5) cols., 2020
-Nifios y -Sin enfermedades
nifas sistémicas
-India -No se especifica estado

de salud periodontal

*(Tabla realizada fue elaborada en este estudio)

Hao y cols., (2009) describen una correlacién positiva existiendo una
diferencia estadisticamente significativa en altas concentraciones de lactoferrina
salival en grupo de nifios con elevada experiencia de caries, en comparacién a
grupos de nifios sin experiencia de caries (Hao y Lin, 2009). Sharma y cols.,
(2020) realizaron un estudio longitudinal prospectivo en nifios de India entre 3 a 5
afios con caries temprana de la infancia (CTI) y un ceo-d mayor a 5, determinando
una correlacion con altos niveles de lactoferrina. Su estudio también demuestra los

efectos del tratamiento restaurador en los niveles de lactoferrina salival, donde
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reportan que en un control 3 meses después al tratamiento integral de lesiones
activas se evidencia una disminucion estadisticamente significativa en los niveles
de lactoferrina salival (Sharma y cols., 2020). Ademés, Felizardo y cols., (2010)
reportan en su estudio en nifios brasilefios de 12 afios una correlacion entre la
presencia lactoferrina salival y valores altos de COP-D, principalmente por dientes

restaurados (Felizardo y cols., 2010).

Por otra parte, Moslemi y cols. (2015) reportaron que las concentraciones
de lactoferrina salival en nifios iranies entre 3 a 6 afios con y sin experiencia de
caries no presentan una diferencia estadisticamente significativa (Moslemi y cols.,
2015).

Los estudios descritos hasta la fecha se han enfocado principalmente en
analizar el efecto de lactoferrina y lisozima sobre patégenos periodontales como P.
gingivalis y A. actinomycetemcomitans y sobre el patbgeno cariogénico S. mutans.
Sin embargo, a la fecha no existen estudios que indaguen los efectos que generan
estas proteinas salivales en otros microorganismos presentes en boca como

Lacticaseibacillus spp.

2.2. Lacticaseibacillus spp.

Los avances cientificos han permitido estudiar y evaluar la taxonomia
existente del género Lactobacillus, en base a la secuenciacion de genomas. Es asi
como las 261 especies que pertenecian a este género fueron reclasificadas en 25
nuevos géneros, entre los que se encuentra Lacticaseibacillus. Dentro de este
género se encuentran las especies L. casei, L. paracasei y L. rhamnosus, entre

otros (Zheng y cols., 2020).

Lacticaseibacillus spp., son bacilos rectos Gram positivo, pudiendo ser
cortos o largos (Figura 1), anaerobicos facultativos, sin presentar movilidad y

oxidasa negativos. Presentan un rango de temperatura para crecimiento
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bacteriano que oscila entre 10 y los 40°C (Zheng y cols., 2020). Pueden estar

presentes en la cavidad oral, gastrointestinal y vaginal (Saulnier y cols., 2009).

Figura 1. Fotomicrografia por Microscopia Electrénica de Barrido de Lacticaseibacillus casei ATCC
4646 sobre discos de vidrio embebidos con saliva. Magnificacion 7000x. Imagen obtenida en
Riquelme, 2018.

Estos microorganismos son homofermentativos, pueden fermentar
carbohidratos como la glucosa para generar acido lactico, principalmente el
isébmero 6ptico L (+), el cual disminuye el pH del ambiente (Zheng y cols., 2020).
Este cambio es tolerado por Lacticaseibacillus spp. pero no por otros
microorganismos vecinos, generando un ambiente inhospito para bacterias

competidoras (Caufield y cols., 2015).

Su forma de interactuar con la microbiota del hospedero humano ha
permitido utilizar a Lacticaseibacillus spp. en otros contextos como en la
elaboracion de alimentos lacteos o0 en protocolos para tratamientos de

enfermedades gastrointestinales (Tsai y cols., 2012; Zheng y cols., 2020).

Estudios in vitro han reportado que especies de Lacticaseibacillus (casel,
paracasei y rhamnosus) usadas como probidtico puede interactuar inhibiendo
microorganismos asociados a patologias orales como a S. mutans en relacién con
caries dental (Teanpainsan y cols., 2011). También se ha descrito inhibicion de

patobiontes periodontales como P. gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella
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forsythia y Fusobacterium spp., en presencia de Lacticaseibacillus rhamnosus
(Nikawa y cols., 2011). Estos estudios permiten proponer un posible uso

terapéutico de Lacticaseibacillus spp.

2.2.1 Lacticaseibacillus spp. Y CARIES DENTAL

Se ha descrito a Lacticaseibacillus como agente etiol6gico de caries dental
y se ha asociado sistematicamente con la presencia y progresion de la misma
(Wolff y cols., 2013). Es asi como se han encontrado elevados niveles de
Lacticaseibacillus en muestras de dentina en dientes cariados, extraidos por
pulpitis irreversible. En dicho estudio reportaron que estos valores aumentan al
disminuir el pH de la dentina cariada, encontrdndose mayor cantidad de

Lacticaseibacillus en pH entre 4,5y 5,0 (Kianoush y cols., 2014).

Se ha descrito que la primera colonizacion por bacterias acido-lacticas en la
cavidad oral coincide con la erupcién dentaria en la infancia (Gao y cols., 2010),
predominando su ubicacion en fosas oclusales de dientes potencialmente
retentivos (Caufield y cols., 2015). También se ha podido identificar cierta
preponderancia de especies de Lacticaseibacillus en lesiones dentinarias en nifios
con caries temprana de la infancia, pudiendo aislar frecuentemente a L. casei, y L.
rhamnosus (Marchant y cols., 2001). Estudios similares en nifios tailandeses
correlacionan la presencia del microorganismo con caries dental, encontrando una
alta prevalencia de Ligilactobacillus salivarius y L. casei (Piwat y cols., 2010).
Otros estudios en poblacién adulta han descrito la presencia de Lacticaseibacillus
spp. en lesiones de caries en dentina, destacando especies como L. casei y L.

rhamnosus (Wolff y cols., 2013).

Aunque los diferentes estudios no son comparables, pues difieren en las
caracteristicas de los sujetos de estudio, en los sitios de muestreo (saliva,
biopelicula dental, lesion de caries dentinaria, etc) y en los métodos utilizados para
desarrollar el analisis, parece que existe una tendencia comun en las especies de

Lacticaseibacillus asociadas a caries dental, entre las que se encuentra L. casei.
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Lacticaseibacillus spp. son microorganismos que se encuentran en la boca,
interactuando con los tejidos y otros microorganismos. Su doble comportamiento
lo hace llamativo de estudiar, sabiendo que participa en el inicio y progresion de
caries dental y que en la actualidad se utiliza en productos de venta libre, como los
alimentos lacteos, con el fin de favorecer la regulacion de la microbiota

gastrointestinal o en protocolos clinicos de tratamiento gastrointestinal.

Por otro lado, se encuentran las glicoproteinas salivales como lisozima y

lactoferrina, con funciones antibacterianas, antivirales y antifingicas, entre otras.

Dentro de este contexto, es necesario el conocimiento de la interaccion de
los microorganismos con moléculas y estructuras propias de la boca, que puedan
incidir tanto en el inicio y progresion de patologias orales como también en la
prevencion de estas. Asi, el objetivo de este estudio fue analizar el efecto de
lisozima y lactoferrina, sobre Lacticaseibacillus casei, evaluando su capacidad
antimicrobiana sobre el crecimiento y la formacién de biopeliculas en este
patdbgeno cariogénico. Para este propdsito se propuso utilizar una cepa de
Lacticaseibacillus casei aislada desde lesion de caries dentinaria, L. casei ATCC
4646.
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3. HIPOTESIS.

Lisozima y lactoferrina inhiben el crecimiento y la formacion de biopeliculas
de Lacticaseibacillus casei ATCC 4646.

4. OBJETIVO GENERAL.

Determinar el efecto in vitro de lisozima y lactoferrina sobre el crecimiento y

la formacion de biopeliculas de Lacticaseibacillus casei ATCC 4646.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

5.1. Evaluar el efecto de lisozima y lactoferrina, individualmente, sobre el

crecimiento bacteriano de Lacticaseibacillus casei ATCC 4646.

5.2. Evaluar el efecto de lisozima y lactoferrina, individualmente, sobre la

formacion de biopeliculas de Lacticaseibacillus casei ATCC 4646.
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6. METODOLOGIA.

Esta investigacion esta adscrita al proyecto PRIODO 2021-14 (anexo 1).
Los protocolos utilizados fueron aprobados por el Comité Institucional de
Bioseguridad. Corresponde a un estudio de tipo experimental (analitico y

prospectivo).

6.1. CEPA BACTERIANA, MEDIO Y CONDICION DE CULTIVO.

Lacticaseibacillus casei obtenido de la ATCC (L. casei ATCC 4646) se
cultivé en medio liquido MRS (Oxoid, UK) a 37°C en atmoésfera de 5% de CO: a
distintos tiempos, segun lo requerido. La pureza del cultivo bacteriano se
comprobé mediante cultivo en medio soOlido MRS-agar previo a la
experimentacion. El crecimiento bacteriano se control6 midiendo la Densidad
Optica mediante espectrofotometria a 600 nm (D.O.s00) en un lector de placas
Synergy Sistem (Biotek®).

6.2. PROTEINAS SALIVALES

Lisozima humana (L1667, Sigma®) y lactoferrina humana (L1294, Sigma®)
obtenidas comercialmente fueron preparadas en una solucién de NaCl 0,9% m/v y
glicerol 10% v/v, previa experimentacion. Para los ensayos propuestos se
utilizaron diferentes concentraciones segun los niveles descritos en las tablas 1y
2. Para ambas proteinas salivales se utilizaron las mismas concentraciones finales
de 10, 20, 40, 80, 160y 320 pg/ml.

6.3. EXPERIMENTACION
6.3.1. EFECTO DE LISOZIMA Y LACTOFERRINA EN EL CRECIMIENTO
BACTERIANO DE L. CASEI ATCC 4646.

Para analizar el efecto de lisozima y lactoferrina sobre el crecimiento

bacteriano, se realizaron curvas de crecimiento de L. casei ATCC 4646 en
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ausencia y presencia de las proteinas salivales sefaladas, a diferentes
concentraciones seriadas, en una placa de poliestireno de 96 pocillos de fondo
redondo (Falcon®). El efecto de las proteinas salivales fue determinado por
separado. Se crecid la bacteria previa experimentacion por 10 horas hasta
alcanzar la fase estacionaria temprana. Se lavaron mediante centrifugacion a
4.000 g por 5 minutos a 21° C, para luego reemplazar el sobrenadante por caldo
MRS fresco, dejando el cultivo a una DOsoo final de 0,5. Se inocularon los pocillos
de la placa con 0,05 unidades de absorbancia final de suspension bacteriana y
cada una de las proteinas salivales a las diferentes concentraciones sefialadas. El
crecimiento bacteriano se midi6 mediante espectrofotometria a una D.O.s00 €n un
lector de placas Synergy System (Biotek®) donde la placa fue incubada a 37°C en
condiciones aerobicas y con agitacion durante 10 horas.

6.3.2. EFECTO DE LISOZIMA Y LACTOFERRINA EN LA FORMACION DE
BIOPELICULAS DE L. CASEI ATCC 4646.

Para estudiar la formacion de biopeliculas en presencia de proteinas
salivales, se cultivd previamente L. casei ATCC 4646 durante 16 horas a 37°C en
atmoésfera de 5% de COz. El cultivo liquido fue centrifugado a 4.000 g durante 5
minutos a 21°C. Posteriormente fue lavado y resuspendido en medio MRS fresco
a una DOeoo final de 1,0. A continuacion, en una placa de poliestireno de 96
pocillos de fondo plano (Costar® 3526), se inoculd el cultivo a 0,1 unidades de
absorbancia final, medio MRS vy las proteinas a concentraciones seriadas. Se
incubaron durante 5 dias a 37°C en atmésfera de 5% de CO:2 y sin agitacion.
Posteriormente se eliminaron los sobrenadantes y se lavé cada pocillo con tampon
PBS estéril (Phosphate Buffered Saline, pH 7,4), tres veces. Luego se agrego
solucion de tincion (cristal violeta 0,5% m/v) y se incub6 por 30 minutos con
agitacion para luego ser retirado cuidadosamente. Se lavo cada pocillo con agua
destilada tres veces para finalizar solubilizando las biopeliculas con acido acético
33% v/v para registrar su D.O.ss0 mediante espectrofotometria en un lector de

placas Synergy System (Biotek®)
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6.4. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los ensayos fueron realizados en triplicado de 3 o 4 réplicas
biolégicas independientes y se presentan los promedios de los resultados con sus
respectivas desviaciones estandar. El analisis estadistico se realiz6 mediante el
software Graphpad Prism 8.0. Para evaluar la presencia de diferencias
estadisticamente significativas se utilizd la prueba no paramétrica de Kruskall-

Wallis. Se consideré la significancia estadistica con p < 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 EFECTO DE LISOZIMA SALIVAL SOBRE EL CRECIMIENTO BACTERIANO
DE LACTICASEIBACILLUS CASEI ATCC 4646.

Se analiz6 el crecimiento de L. casei ATCC 4646 durante 10 h,
observandose un crecimiento positivo, que alcanz6 la fase estacionaria

aproximadamente a las 7,5 horas de incubacion (Figura 2).

Se observé un crecimiento bacteriano que varia dependiendo de la
concentracion de lisozima salival utilizada, siendo mayor en presencia de 10 y 80
pug/ml, representado por un mayor valor de D.O. Por otra parte, las demas
concentraciones utilizadas (20, 40, 160 y 320 ug/ml) generaron un efecto negativo

sobre el crecimiento bacteriano de L. casei ATCC 4646 (Figura 2).

0 pg/mi
10 pg/mi
20 pg/mi

F i

40 pg/mi
80 pg/mi
160 pg/mi
320 ug/mi

D.O. (600 nm)

' ¢

Tiempo (h)

Figura 2. Curvas de crecimiento de L. casei ATCC 4646 y su efecto en presencia de lisozima
salival. Cada curva representa el crecimiento a diferentes concentraciones de lisozima salival
adicionada al medio de cultivo. Los datos representan el promedio y la D.E. de cuatro réplicas

bioldgicas en triplicado (n=4).

Ademas, se comparé el crecimiento bacteriano de L. casei ATCC 4646 con

diferentes concentraciones de lisozima salival a las 10 horas (Figura 3). Pese a lo
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anteriormente observado, no se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre los medios con la proteina salival y el medio control (Prueba de
Kruskall Wallis, p > 0,05)

D.O. (600 nm)

0 10 20 40 80 160 320
Concentracion de Lisozima pg/mi

Figura 3. Crecimiento final de L. casei ATCC 4646 al término del crecimiento logaritmico (a
las 7,5 h) y su efecto en presencia de lisozima salival. No existen diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) entre los grupos. Los datos representan el promedio y la desviacion

estandar de cuatro réplicas bioldgicas en triplicado (n=4).

7.2 EFECTO DE LACTOFERRINA SALIVAL SOBRE EL CRECIMIENTO
BACTERIANO DE LACTICASEIBACILLUS CASEI ATCC 4646.

Se analiz6 el crecimiento de L. casei ATCC 4646 durante 10 h, observando
un crecimiento positivo alcanzando la fase estacionaria aproximadamente a las 5,5

horas de incubacion (Figura 4).

Se observa un crecimiento bacteriano que varia dependiendo de la
concentracion de lactoferrina utilizada, hallandose un mayor crecimiento en
presencia de 10 y 80 pug/ml, representado por un mayor valor de D.O. Las demas
concentraciones (20, 40, 160 y 320 pg/ml) generaron un efecto negativo sobre el
crecimiento bacteriano en L. casei ATCC 4646 en comparacion con la muestra

control (Figura 4).
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Figura 4. Curva de crecimiento de L. casei ATCC 4646 y su efecto en presencia de
lactoferrina salival. Cada curva representa el crecimiento a diferentes concentraciones de
lactoferrina salival adicionada al medio de cultivo. Los datos representan el promedio y la D.E. de

cuatro réplicas bioldgicas en triplicado (n=4)

También se comparo el crecimiento bacteriano de L. casei ATCC 4646 con
diferentes concentraciones de lactoferrina salival a las 10 horas (Figura 5). No se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre los medios con la

proteina salival y el medio control (Prueba de Kruskall Wallis, p > 0,05).
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Figura 5. Crecimiento final de L. casei ATCC 4646 al término del crecimiento logaritmico (a
las 5,5 h) y su efecto en presencia de lactoferrina salival
No existen diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre los grupos. Los datos

representan el promedio y la desviacion estandar de cuatro réplicas biolégicas en triplicado (n=4).
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7.3 EFECTO DE LISOZIMA SALIVAL SOBRE LA FORMACION DE
BIOPELICULAS DE LACTICASEIBACILLUS CASEI ATCC 4646.

Se analiz6 la formacién de biopeliculas de L. casei ATCC 4646 luego de 5
dias. Se observo formacion de biopelicula en el medio control y en presencia de
las diferentes concentraciones de lisozima salival estudiadas. No se evidencié una

diferencia estadisticamente significativa (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de lisozima salival sobre formacion de biopeliculas de L. casei ATCC 4646
después de 5 dias. No existen diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre los
grupos. Los datos representan el promedio y la desviacion estdndar de 3 réplicas bioldgicas en

triplicado (n=3).

7.4 EFECTO DE LACTOFERRINA SALIVAL SOBRE LA FORMACION DE
BIOPELICULAS DE LACTICASEIBACILLUS CASEI ATCC 4646.

Se analizé la formacién de biopeliculas de L. casei ATCC 4646 luego de 5
dias en presencia de las diferentes concentraciones de lactoferrina salival
estudiadas. Se observé formacion de biopelicula en el medio control. No se

evidencio6 una diferencia estadisticamente significativa (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de lactoferrina salival sobre formacién de biopeliculas de L. casei ATCC
4646 después de 5 dias. No existen diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre los
grupos. Los datos representan el promedio y la desviacion estandar de 3 réplicas biolégicas en

triplicado (n=3).
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8. DISCUSION

Basado en los antecedentes de la literatura, en este estudio in vitro se
propuso que lisozima y lactoferrina inhiben el crecimiento y la formacién de
biopeliculas de Lacticaseibacillus casei ATCC 4646. Sin embargo, en las
condiciones analizadas, no se evidencié un efecto estadisticamente significativo,

por lo que se rechaza la hipotesis.

Para poder realizar este estudio, se analizé exhaustivamente en la literatura
las concentraciones fisioldgicas de lisozima y lactoferrina salival para determinar
las concentraciones a utilizar. Sin embargo, no fue posible determinar un
consenso ya que la composicion proteica salival varia sustancialmente entre
individuos, edad, sexo y presencia/ausencia de salud oral o sistémica (Marsh y
cols., 2015: Quintana y cols., 2009; Preza y cols., 2009; Ambatipudi y cols., 2009;
Wang y cols., 2018) o incluso en el propio individuo, dependiendo si las moléculas
estan concentradas en superficie dental, mucosas, coagregadas con mucinas o
incluso suspendidas uniéndose entre si en micelas salivales (Marsh y cols., 2015).
Debido a esto se utilizé un rango amplo de concentracién entre 0 a 320 ug/ml, de
cada proteina en los ensayos

Crecimiento bacteriano

En este estudio se determind que lisozima y lactoferrina no poseen un
efecto estadisticamente significativo sobre el crecimiento aerébico de L. casei
ATCC 4646. Estos resultados se asemejan a los resultados descritos por Koll y
colaboradores (2008) quienes evaluaron el efecto de lisozima en el crecimiento
bacteriano de bacterias acido-lacticas, con el proposito de poder utilizar estos
microorganismos como probidticos. En su estudio demostraron que lisozima a
concentraciones entre 0,2 a 10 mg/ml no produjo un efecto inhibitorio en el
crecimiento bacteriano de especies como L. paracasei y L. rhamnosus (Koll y
cols., 2008). Cabe destacar que las concentraciones de lisozima utilizadas son

mucho mayores a las analizadas en este trabajo y también son mucho mayores a
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las encontradas en saliva humana.

Por el contrario, existen otros estudios que difieren con los resultados
obtenidos en este estudio. Krzysciak y colaboradores (2015), reportaron que
lisozima 54,4 ug/ml afecta negativamente el crecimiento bacteriano de S. mutans
ATCC 25175y L. rhamnosus ATCC 7469. También se encontro que en presencia
de lisozima 54,4 pg/ml combinado con 5-histatina 27,2 pg/ml se generan una
inhibicién en el crecimiento bacteriano, produciendo un efecto sinérgico (Krzysciak
y cols., 2015). De Andrade y colaboradores (2014) estudiaron el efecto
bacteriostatico y bactericida de lisozima y lactoferrina sobre L. rhamnosus ATCC
7469 y S. mutans ATCC 25175, determinando la CIM (Concentracion Inhibitoria
Minima) y CBM (Concentracién bactericida minima) en atmésfera de CO:2 (de
Andrade y cols., 2014). En dicho estudio encontraron que lisozima producia un
efecto bacteriostatico sobre L. rhamnosus ATCC 7469 a una concentracion de
43,1 pg/ml y un efecto bactericida a una concentraciéon de 50,3 pg/ml. También
encontraron que lisozima produce un efecto bacteriostatico sobre S. mutans ATCC
25175 a 58,7 ug/ml y un efecto bactericida a una concentraciéon de 68,5 ug/ml. Por
otra parte, de Andrade y colaboradores no evidenciaron un efecto bacteriostatico
ni bactericida de lactoferrina sobre L. rhamnosus ATCC 7469 y S. mutans ATCC
25175, ni en concentraciones hasta 200 pg/ml.

A la fecha no se han reportado otros estudios del efecto de lactoferrina
sobre bacterias Gram positivo de la cavidad oral. En relacién con otras bacterias
orales, Aguilera y colaboradores (1998) evaluaron el efecto de lactoferrina salival
en el crecimiento bacteriano de P. gingivalis, P. intermedia y P. nigrescens a una
concentracion Unica de 2 mg/ml, sin hallar un efecto significativo (Aguilera y cols.,
1998). Wakabayashi y colaboradores (2009) también evaluaron el efecto de
lactoferrina, humana y bovina, en el crecimiento de patobiontes periodontales
como P. gingivalis y P. intermedia, reportando un efecto inhibitorio en presencia de
concentraciones seriadas entre 0,13 y 8 mg/ml. Dicho efecto disminuy6 después

de las 8 h de incubacion (Wakabayashi y cols., 2009).
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La mayoria de los estudios expuestos anteriormente no se condicen con los
resultados obtenidos del efecto de lisozima en este estudio, pero si se condicen
con los resultados obtenidos del efecto de lactoferrina sobre otros

microorganismos orales.

No se encontraron estudios relacionados con el efecto de estas proteinas

salivales sobre el crecimiento bacteriano de L. casei.

Formacion de biopeliculas

En este estudio in vitro se determiné que la presencia de concentraciones
seriadas de lisozima o lactoferrina no poseen efecto estadisticamente significativo

sobre la formacion de biopeliculas de L. casei ATCC 4646.

Estos resultados difieren con lo descrito por Krzysciak y colaboradores
(2015), quienes estudiaron la formacion de biopeliculas de S. mutans ATCC 25175
y L. rhamnosus ATCC 7469 en presencia de lisozima e histatina, de manera
individual y combinadas. En dicho estudio, lisozima mostr6 un efecto inhibitorio
estadisticamente significativo en la formacién de biopeliculas en monocultivos y
co-cultivos de S. mutans y L. rhamnosus. Se determiné que la mayor actividad
inhibidora en la formacién de biopeliculas se produce a una concentracion de 54,4
pug/ml a las 60 h de incubacién para mono cultivos y a las 48 h de incubacién en

co-cultivos (Krzysciak y cols., 2015).

No se encontraron otros estudios que analizaran el efecto de lisozima sobre

la formacion de biopelicula de L. casei.

En relacién con lactoferrina, no se encontraron estudios que evaluaran el
efecto de dicha proteina en la formacion de biopeliculas de L. casei, pero si se
encontraron estudios in vitro con otras bacterias Gram positivo. Berlutti y cols.,
(2004), estudiaron el efecto in vitro de lactoferrina bovina sobre la capacidad de

adherencia y formacion de biopeliculas de S. mutans en suspension y adherida a
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superficies abidticas. Ellos reportaron que la presencia de holo-lactoferrina bovina
disminuye el efecto de agregacion bacteriana y formacién de biopeliculas de S.
mutans (Berlutti y cols., 2004). Dicho estudio no se condice con los resultados
obtenidos en este trabajo para L. casei ATCC 4646.

Con respecto a otras bacterias orales, Wakabayashi y colaboradores (2009)
evaluaron el efecto de lactoferrina en la formacion de biopeliculas de P. gingivalis
y P intermedia. Reportaron para P. gingivalis un efecto inhibitorio en presencia de
lactoferrina humana o bovina a concentraciones seriadas desde 8 upg/ml a 2
mg/ml. Con respecto a P intermedia reportaron un efecto inhibitorio desde
concentraciones de 0,031 mg/ml de lactoferrina bovina y desde concentraciones
de 0,13 mg/ml de lactoferrina humana. En ambas bacterias existi6 un efecto
inhibitorio dosis dependiente (Wakabayashi y cols., 2009).

Cabe mencionar que en este estudio se utilizé lactoferrina en su forma holo-
lactoferrina y no apo-lactoferrina, pues el mecanismo de accién de apo-lactoferrina
como quelante de hierro no seria eficiente sobre Lacticaseibacillus ya que se ha
descrito que dicha bacteria requiere niveles de hierro muy bajos para poder vivir
(Weinberg, 1997).

Posibles mecanismos de resistencia a las proteinas salivales

Se han descrito mecanismos que favorecen la resistencia de Streptococcus
spp., al efecto antibacteriano de lisozima. Uno de estos mecanismos es el
aumento de la expresion de enzimas modificantes del peptidoglicano, como la
peptidoglican N-acetilglucosamina deacetilasa (PgdA) y la peptidoglican O-
acetiltransferasa (OatA) (Wichgers y cols., 2012). Ambas enzimas modifican
directamente las estructuras de N-acetilmuramico y N-acetil-D-glucosamina,

reduciendo la afinidad de lisozima por la capa de peptidoglican.

Al realizar una busqueda en la base de datos de NCBI (National Center for

Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) de los genes y proteinas
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disponibles de Lacticaseibacillus casei, se encontré el reporte de 36 cepas
poseedoras del gen pgdA. No se encontraron reportes de la presencia del gen
oatA en L. casei, sin embargo, se encontré6 que 129 cepas de Lacticaseibacillus
spp, incluyendo a paracasei y rhamnosus presentan el gen oatA (datos no

mostrados).

Lo anteriormente descrito nos hace especular que Lacticaseibacillus spp.
podria presentar mecanismos de resistencia a lisozima mediante la expresion de
enzimas modificantes del peptidoglicano, similares a lo reportado para
Streptococcus spp. Se requieren realizar futuros estudios para validar esta

hipotesis.

Por otra parte, la ausencia de un efecto de las proteinas salivales
estudiadas sobre L. casei podria explicarse por la coexistencia que presentan
estas bacterias con lisozima y lactoferrina durante el desarrollo de la vida del ser

humano.

La interaccion de microorganismos y su colonizacion en la cavidad oral
parte desde el nacimiento. Se ha visto que menos del 25% de los recién nacidos
por parto natural adquirieren bacterias acido-lacticas por via vaginal y después de
un mes dichas bacterias son reemplazadas por bacterias acido-lacticas presentes

en la leche materna (Matsumiya y cols., 2002).

Dentro de la composicion de la leche materna humana podemos encontrar
microorganismos como Lacticaseibacillus donde lograron aislar a L. rhamnosus
del 8,13% de las muestras y a L. casei del 4,38% de las muestras (Soto y cols.,
2014).

Ademas, en la leche materna podemos encontrar proteinas como
lactoferrina, la cual es la segunda proteina mas abundante. Las concentraciones

de lactoferrina pueden ser de 2 - 4 ug/mL en leche (Lyons y cols., 2020).
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La coexistencia de Lacticasebacillus spp. y lactoferrina en la leche materna,
nos permite inferir que estos microorganismos han desarrollado mecanismos para
poder tolerar a proteinas antimicrobianas propias del sistema inmune innato. Esto
permitiria explicar el hecho de que L. casei no se vea afectado en el crecimiento y

en la formacién de biopeliculas en presencia de esta proteina.

Aplicacion clinica del estudio:
Manufactura de pastas dentales con proteinas salivales

En las ultimas décadas se ha estudiado el uso de pastas dentales u otros
elementos de uso oral con presencia de proteinas salivales para tratar patologias
orales como caries dental. Dentro de las pastas estudiadas esta BioXtra®, que
posee dentro de sus principios activos proteinas como lisozima, lactoferrina y

lactoperoxidasa.

Hatti y colaboradores (2007) compararon el efecto de BioXtra® y de pastas
fluoradas en la reduccion del indice de placa bacteriana y en el recuento de
bacterias orales, posterior a la aplicacion del producto como un ungtiento sobre la
superficie dental. En dicho estudio encontraron un menor recuento de bacterias
orales desde biopeliculas en personas que usaron la pasta BioXtra® y una
diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el grupo que usé
pasta convencional. (Hatti y cols., 2007). En otro estudio demostraron que la pasta
dental BioXtra® puede disminuir el recuento de unidades formadoras de colonias
en saliva de microorganismos cariogénicos como S. mutans y Lactobacillus
acidophilus, habiendo sido usada en nifios con caries temprana de la infancia

(Gudipaneni y cols., 2014).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, podemos inferir
gue el uso de elementos de higiene oral con lisozima o lactoferrina, como pastas
dentales mejoradas, no favorecerian la disminucién del crecimiento ni formacién
de biopeliculas de Lacticaseibacillus casei. Aun asi, entendiendo a la caries dental

como una enfermedad cronica multifactorial y reforzando la idea de que el control
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guimico-mecanico de la biopelicula sigue siendo el tratamiento “gold standard”, el
uso de dichas pastas seria una forma efectiva para la prevencion de caries dental

y la mantencién en salud, siempre y cuando la persona se encuentre en salud oral.

Conocer los efectos de los componentes salivales sobre las diferentes
especies bacterianas presentes en boca permitira la elaboracion y/o
perfeccionamiento de productos orales que puedan ser utilizados en gran escala
como tratamientos coadyuvantes, junto al cepillado dental, con el objetivo reforzar
la mantencién de la salud oral y la integridad de los tejidos orales. Se sugiere

realizar mas estudios in vitro, para profundizar en la investigacion.
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9. CONCLUSIONES

El crecimiento y la formacion de biopeliculas de Lacticaseibacillus casei

ATCC 4646 in vitro no se ve afectado por la presencia de lisozima o lactoferrina.
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Instituto de Investigacion en Ciencias Odontologicas
Facultad de Odontologia

PRESENTE

Estimada Dra. Lefmul:

Informo a usted que con fecha 24 de agosto de 2021, el Proyecto PRI-ODO, titulado:
“Comunicacion Mediante Quorum Secnsing en Microorganismos Orales™, del cual usted es la
Investigadora Responsable. ha quedado mscnito en la DIFO con el Cédigo DIFO PRI-ODO
2021/14, autorizandose su ¢jecucion.

Este Proyecto cuenta con:

1. Canta Director de Departamento — IR. SI | NO | N/A
2. Cenificado de Aprobacion del Comité de Etica de la FOUCh SI | NO | N/A
3. Certificado de Aprobacion del Comité de Biosegundad SI | NO | N/A

A partir de la Fecha de Registro del Proyecto, usted debe considerar ¢l periodo de duracion de

2 aiios, por lo tanto:
Fecha de Entrega Informe Final: 24 de agosto de 2023.

Descandole el mayor de los éxitos, sc despide cordialmente,
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DR. ALFREDO MOLINA BERRIOS
Director de Investigacion
Facultad de Odontologia - Universidad de Chile
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