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RESUMEN

Microorganismos levaduriformes han sido aislados en alta proporcion en
casos de Leucoplasia. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la
prevalencia de Candida sp en una muestra de 30 pacientes que acudieron al
Servicio de Clinica Estomatologica de la Facultad de Odontologia de la
U.C.V. con diagnostico de Leucoplasia bucal, y 15 pacientes sin alteraciones
patolégicas en la mucosa bucal que integraron el grupo control. En todos los
pacientes se realiz6 un examen clinico y se tomaron muestras de enjuague
bucal concentrado, raspado y biopsias para lograr el aislamiento de
levaduras, identificacion de especies y serotipos de Candida albicans. El
enjuague demostro la presencia de Candida en cavidad bucal en un 60% de
los pacientes con Leucoplasia y solo en un 13% de los pacientes del grupo
control, siendo C.albicans la especie mas frecuente. Por técnica de raspado
solo se logré6 un 26,47% aislamientos de levaduras, siendo C.albicans
serotipo A la especie mas identificada. Otras especies como Candida
guilliermondii, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida lusitaniae,
Candida lipolytica y Rodhotorula glutinis, fueron determinadas con la
utilizacion del sistema APl 20C AUX. A través de técnicas de coloracion
especiales para hongos, se pudieron identificar elementos fungicos en las
capas superficiales del epitelio en 16 muestras de tejido utilizando PAS y en

17 muestras con la tincion de Groccot. La presencia tisular de levaduras en

Xiii



lesiones Leucoplasicas fue independiente de los cambios epiteliales

presentes.
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INTRODUCCION

El cancer en cavidad bucal es frecuentemente precedido por lesiones
y condiciones consideradas precancerosas. La lesion precancerosa mas

comun es la Leucoplasia.

La asociacién de Leucoplasia con microorganismos levaduriformes
gue habitan en cavidad bucal, ha sido estudiada por muchos afos, e incluso
se ha planteado que especies de Candida pueden inducir cambios

displasicos en los tejidos alterados que invaden.

El Working Group on Oral Cancer and Precancer recomienda la
investigacion extensa de la historia natural de las condiciones precancerosas
en cavidad bucal. Establecen que el desarrollo de estrategias para su manejo

depende de una comprension clara de su patogénesis.

Para aportar mayores conocimientos sobre el comportamiento y
caracteristicas de la Leucoplasia nos proponemos determinar la frecuencia
de infeccion de estas lesiones por especies de Candida mediante técnicas

histoquimicas y micolégicas, ademas de asociar su presencia con reportes



histopatologicos de cambios displasicos en el epitelio de muestras tomadas

de pacientes con esta condicion.



|.- ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

El término Leucoplasia proviene de las palabras griegas “Leuco”

blanco y “Plakos” placa; fue propuesto por Ernest Schwimmer en 1977.

Esta lesiéon fue descrita por primera vez en el afio 1851 por Sir James
Paget quien la asoci6 con el uso del tabaco y le dio el nombre de “Parche del
fumador’. ' Desde que James Paget estableciera el concepto de
leucoqueratosis, relacionandolo con el habito de fumar, distintos conceptos

se han utilizado para definir la Leucoplasia en cavidad bucal.

En 1978 la OMS la define como “una placa blanca situada sobre la
mucosa bucal que no puede ser eliminada mediante raspado ni clasificada

como ninguna otra enfermedad diagnosticable.” ®

Un Seminario Internacional sobre Leucoplasias bucales y lesiones
relacionadas con habitos tabaquicos, decide introducir criterios etiolégicos
restrictivos en su definicion, y considerar Leucoplasia a toda placa blanca
gue no se desprende por raspado y no se puede confundir clinica ni
patolégicamente con ninguna otra enfermedad o asociarla con algun agente

quimico o fisico, a excepcion del tabaco. @



Shafer y cols (1986) ¥, determinan qgue la Leucoplasia no es una
lesién exclusiva de la cavidad bucal, también puede aparecer a nivel de la
vulva, cuello uterino, vejiga urinaria, pelvis renal y vias respiratorias

superiores.

Para Mayo de 1994 el grupo colaborador de la OMS para el estudio de
lesiones blancas bucales reunido en Suecia reafirma el concepto de
Leucoplasia como una lesion predominantemente blanca que no puede ser
caracterizada como ninguna otra lesion definida. Descartan como
Leucoplasia lesiones friccionales, asociadas a traumatismos o irritacion
cronica, restauraciones dentales y con el habito de mordedura de carrillos o
labios. Sin embargo, acotan que cuando se presenta una asociacion de
factores quimicos y fisicos como agentes causales, es dificil evaluar cual es
el agente etiolégico especifico y la posibilidad de una asociacién
coincidencial no puede ser descartada, por lo que en estos casos si sera

descrita y considerada como una Leucoplasia. ©

Leucoplasia es solo un término clinico, sin  connotacion
histopatoloégica. No se asocia con ninguna caracteristica histologica en
relacion con la presencia o ausencia de atipia celular o algun tipo de

displasia. ®5"



1.- FACTORES ETIOLOGICOS DE LA LEUCOPLASIA.

El desarrollo de esta lesion se asocia a factores extrinsecos como el
habito tabaquico, el alcohol, y con el uso frecuente de enjuagues bucales y
pastas dentales que poseen sanguinarina en su composicion quimica.
También ciertos factores intrinsecos como la presencia del Virus Papiloma
Humano (VPH), la infeccion por Candida, asi como deficiencias de ciertos
elementos y compuestos como hierro, acido félico, vitamina B, y vitamina A,
han sido citados como factores predisponentes al desarrollo de esta entidad

clinica.

El habito de fumar el mas importante factor etioldgico en el desarrollo
de la Leucoplasia bucal, ®:91011.1213.14151617.18) o jnclyso se ha sugerido que
este, condiciona el sitio anatomico de desarrollo de la lesién Leucoplasica.
Shepman y cols ®, reportan que en pacientes fumadores las lesiones
leucoplasicas se presentan principalmente en piso de boca y mucosa interna
de carrillo, mientras que en pacientes no fumadores las lesiones
blanguecinas se presentan con mayor incidencia en los bordes laterales de la

lengua.

Al revisar la relacion existente entre el habito de fumar y el desarrollo

de Leucoplasia, encontramos que muchos de los componentes quimicos del



tabaco, asi como sus productos finales de combustion, son sustancias

irritantes capaces de producir alteraciones leucoplasicas en la mucosa bucal.

4)

Los productos de combustion del tabaco y el calor producido no son
los uUnicos factores implicados, también se incluyen los materiales que se
extraen del tabaco, cuando se masca & @ o como el caso del rapé,

colocado sobre la mucosa himeda. Y

La nicotina afecta la circulacién periférica de los tejidos, produciendo
una importante vasoconstriccion de las mucosas, lo que disminuye el aporte
de elementos reparadores que se encuentran en la sangre hacia el tejido

bucal, y por consiguiente disminuye su capacidad de cicatrizacion. 2

El humo del tabaco provoca una disminucién de la inmunidad celular y
humoral, en particular de la actividad quimiotactica y fagocitaria de los
leucocitos, reduce el potencial de oOxido reduccién del ecosistema bucal

favoreciendo la proliferacion de bacterias anaerobias, alterando por lo tanto

la microbiota bucal. % 13 14.15)

Estudios descriptivos han demostrado una alta frecuencia de

g (1314, 15, 16, 17,18).

Leucoplasia entre fumadore la disminucién de la incidencia



de estas lesiones reportada después de la suspensién del habito, 7+ 1819 20.

21.22) confirma su papel como factor etiolgico predisponerte.

Banoczy y Rigo (1991) ¥, establecieron que la incidencia de lesiones
leucoplasicas entre fumadores fue de un 3,73% y en individuos no fumadores

de 0,26%.

El papel del alcohol como factor etiologico en el desarrollo de la
Leucoplasia o lesiones en cavidad bucal todavia es cuestionable. ®¥ Las
personas que consumen con frecuencia grandes cantidades de alcohol
también son por lo general fumadores, de tal manera que es dificil establecer
los efectos del alcohol por si sélo. ®® Sin embargo, se han sugerido algunos
mecanismos ejercidos por el alcohol sobre la mucosa que explican su accion
en el desarrollo de lesiones pre-malignas y la induccion de cambios

carcinogénicos en estas lesiones.

Se ha reportado que el alcohol actua directamente sobre la mucosa
bucal afectando la homeostasis de las células epiteliales, es decir alterando
sus procesos de autorregulacion ©®, induce cambios en la estructura del
tejido, y estudios recientes reportan un incremento de la permeabilidad de la
barrera mucosa, lo que favorece la penetracion de carcinégenos especificos

en la mucosa bucal. ¢7 2829



Adicionalmente, se ha asociado el uso de pastas dentales y enjuagues
bucales que contienen extracto de sanguinarina con el desarrollo de lesiones
leucoplasicas. Damm y cols (1999) observaron lesiones leucoplésicas a nivel
de la encia vestibular maxilar y en la unién mucogingival de pacientes que no
reportaban hébito tabaquico, ni abuso de alcohol, pero si historia de uso de

productos Viadent ®. 9

La Leucoplasia se consideraba una complicacion caracteristica de los
pacientes que padecian de Sifilis terciaria ), sin embargo, hoy en dia se
observa poco, producto del tratamiento antimicrobiano especifico que hace
gue los pacientes curen en las primeras etapas de la enfermedad sin

desarrollar mayores complicaciones.

Los factores nutricionales son de gran importancia en el
mantenimiento de la integridad de las mucosas. Las deficiencias de vitamina
A y Betacaroteno, han traido como consecuencia que se produzca la
queratinizacion de ciertas estructuras epiteliales, en particular de glandulas y

mucosa respiratoria. ¢

Un estudio realizado en la India demostrO que en pacientes con

Leucoplasias en cavidad bucal, los niveles en suero de vitamina A, B2, C, y



Acido félico se encontraban disminuidos en comparacién con el grupo control

sano. ©¢132

En cuanto a otros factores asociados, se puede evidenciar por
técnicas de biologia molecular (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) la
presencia del Virus Papiloma Humano tipo 16 y 18 en estas lesiones. La

incidencia del VPH podria contribuir con una posible alteracion oncogénica.

(33, 34, 35, 36)

Se ha reportado que las Leucoplasias pueden estar asociadas con
infeccién crénica de la mucosa bucal por especies de Candida.®” Candida
sp, es un hongo oportunista que puede causar enfermedad en el hospedero

si se alteran los mecanismos homeostaticos normales. ¢®

Se piensa que la infeccion por Candida no se inicia por si sola, sino

gue debe haber una alteracién previa en el tejido y este hongo aprovecha

una respuesta celular disminuida para invadir e infectar el tejido. % 4%



2.- EPIDEMIOLOGIA DE LA LEUCOPLASIA BUCAL.

PREDILECCION POR GENERO

En los primeros estudios sobre Leucoplasias a nivel mundial “**?, se
observo que la presencia de esta lesién en el género femenino era muy baja
0 casi inexistente, presentandose con mayor frecuencia en el género
masculino. Sin embargo, estudios posteriores han revelado una tendencia al

incremento de estos porcentajes. “* 4%

En trabajos realizados en Venezuela por Tinoco y Salazar (1986), se
observo que la incidencia de la Leucoplasia en el género femenino era de un
59% del total de 343 casos estudiados, mientras que en el género masculino

la incidencia era de un 41%. “®

Fonseca y col (1992), en un estudio de 55 pacientes que presentaban
lesiones Leucoplasicas en la region Zuliana, reportaron 21 casos en el
género masculino (38%) y 34 en el género femenino (62%), concluyendo
estos autores, que la frecuencia de Leucoplasias en el género femenino es

mayor con respecto al género masculino. “©

10



PREDILECCION SEGUN EDAD

La Leucoplasia es una entidad que ocurre principalmente en la edad
adulta entre la quinta, sexta y séptima décadas de la vida “" & 49); sjn
embargo, los factores etioldgicos que han sido referidos con anterioridad

pueden determinar su presentacion a edades mas tempranas.

En Venezuela, los estudios sobre Leucoplasia coinciden en describir la
cuarta, quinta, y sexta décadas de vida como el periodo de edad donde se
observa una mayor incidencia, pero no se descarta su apariciéon en adultos

jovenes. 3% 45.46)

FRECUENCIA DE APARICION

La Leucoplasia es considerada como la lesidbn premaligna o
potencialmente maligna que se observa con mayor frecuencia en la mucosa
bucal. ®® Diferentes trabajos sobre prevalencia de lesiones en la cavidad
bucal arrojaron resultados entre un 1,3% y 3,6% de Leucoplasias con
respecto a otras entidades clinicas, este porcentaje indica que esta patologia

en esta zona anatémica es relativamente frecuente. 3 551

11



Bouquot y col (1986), reportaron en un estudio de 3.783 lesiones de la
mucosa bucal, un 21% de lesiones queratosicas, siendo la Leucoplasia la

mas comiin de todas las lesiones diagnosticadas con un 85,5%. ©2

En 1992, Fonseca y col en relacion con 55 pacientes con lesiones
leucopléasicasla evaluados, determinaron una prevalencia de 13 casos de

Leucoplasias por cada 1.000 personas. “©

LOCALIZACION ANATOMICA

La mayoria de las Leucoplasias en cavidad bucal se presentan en tres
sitios principales: borde bermejo del labio, mucosa bucal y mucosa del
reborde residual en pacientes edéntulos. ©* ** 52 En menor proporcién, otros
lugares de aparicion son: triangulos retromolares, lengua, tuberosidad

maxilar, e incluso paladar. ¢

3.- CARACTERISTICAS CLINICAS

Se describen varias formas clinicas que van desde maculas blancas, o
placas lisas, rugosas, hasta placas papilomatosas, nodulares con fisuras e
inclusive pueden observarse maculas eritematosas. Las lesiones pueden ser

solitarias o mltiples, con borde indistinguible o muy bien demarcados. “®

12



Atendiendo a diversos criterios establecidos la Leucoplasia puede ser

clasificada: ¢ ©

e Segun un criterio etioldgico.

Asociada al habito de fumar. En pacientes fumadores de cigarrillo,
pipa o tabaco, se ha asociado el habito como el factor etiologico
desencadenante en la aparicion de lesiones leucoplasicas ©®, utilizando el

término de lesion blanquecina inducida por tabaco.

Idiopética, en los casos que se presenta en pacientes no fumadores,
donde no es posible asociar la aparicion de la lesion con un factor especifico

desencadenante.

Se ha considerado que placas blanquecinas asociadas a una causa
local identificable diferente al habito de fumar, como las queratosis
friccionales o las lesiones por habitos de mordedura de carrillos no deben ser

definidas como Leucoplasias. ®

13



e Segun criterio clinico.

Leucoplasia homogénea cuando se observa clinicamente una lesion
blanquecina y uniforme, de consistencia firme, poco espesor, de superficie
lisa o aspera. ®® Cabe destacar que la incidencia de displasia epitelial y

transformacién maligna es muy baja en este subtipo clinico. ©

La Leucoplasia no homogénea es una placa blanca que puede
alternar con otras zonas rojas y/o con una superficie irregular, nodular o
exofistica. El término no-homogéneo hace referencia al color y la textura de
la lesion basicamente. Las leucoplasias no-homogéneas frecuentemente se
asocian con sintomas leves en el paciente, como dolor localizado o molestias
en la zona, en oposicion a las lesiones homogéneas que no se asocian con
sintomatologia alguna. Presentan una mayor incidencia de displasia epitelial

y mayor riesgo a la transformacion maligna que el subtipo homogéneo. ©”

Ha sido definida como Eritroleucoplasia cuando la lesion alterna zonas
blancas con zonas rojas en su presentacion clinica, o Leucoplasia nodular
cuando se obserban nédulos sobre una base eritematosa. ©*® Tanto el
término Eritroleucoplasia como el de Leucoplasia nodular sustituyen al de

Leucoplasia moteada.

14



Un nuevo tipo en estudio es la Leucoplasia Verrugosa Proliferativa
(LVP) que fue descrita por primera vez en 1985 por Hansen y cols ©9,
reportdndola como una lesidon con una alta posibilidad de transformacion

maligna. © &V

Se inicia como una Leucoplasia homogénea unifocal,
persistente, con un patron de crecimiento progresivo; adquiriendo en poco
tiempo una superficie con multiples proyecciones papilares, o verrugosas;
algunas veces se observan areas eritematosas. Su distribucién es multifocal
0 generalizada, y los sitios de mayor riesgo de aparicion son la mucosa

bucal, lengua y encia. ©% 3

Este subtipo de Leucoplasia presenta resistencia al tratamiento, bien
sea la excision simple o empleando laser, alta recurrencia y un alto potencial

de transformacién maligna. ¢

Aunque la LVP ha sido descrita como una entidad de etiologia
desconocida, Hansen y cols (1989) ©9 y Zakrewska y cols (1996) ©¥ | la
asociaron con el uso del tabaco y el betel en un 62% y 70% de los pacientes

estudiados respectivamente.

Sin embargo, la incidencia del habito tabaquico es muy baja en la
mayoria de los pacientes quienes presentan la lesion. En 1997, Silverman y

Gorsky ©®, reportaron que de un grupo de estudio de 54 pacientes con LVP

15



solamente un 31% tenia habito tabaquico. Bagan y col (2003) ©®, sefialan
igualmente que de un estudio de 30 casos la incidencia del habito tabaquico

fue menor de 23%.

Se ha reportado en estudios recientes el aislamiento del ADN del Virus
Papiloma Humano tipo 16 y 18 de lesiones de Leucoplasia Verrugosa
Proliferativa, por lo que se sugiere el papel etiolégico que pudiera ejercer el
VPH en la evolucion maligna de este subtipo clinico. ©” % Es posible que
este virus promueva la progresion de la enfermedad causando ruptura de los

reguladores del ciclo celular. ®?

e Segun el criterio histopatoldgico.

Se utiliza el parametro histopatologico de grado de displasia epitelial

para clasificar las Leucoplasias en cavidad bucal.

La displasia epitelial es un término usado para describir cambios

histopatoldgicos cronicos y progresivos.

Se describen la Leucoplasia sin displasia y la Leucoplasia con

displasia.
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De acuerdo con los cambios celulares y del tejido se han establecido

tres grados de displasia: leve, moderada y severa.

4.- DIAGNOSTICO DE LA LEUCOPLASIA BUCAL

Cuando al examen bucal se observa una lesibn en mucosa con
apariencia blanquecina que no puede ser diagnosticada claramente como
Liguen plano reticular o tipo placa, Nevus Blanco Esponjoso, Lupus Discoide
Eritematoso, lesiones friccionales, Leucoplasia Vellosa, Leucoedema, o como
ninguna otra enfermedad, se establece el diagndstico provisional de

Leucoplasia.

El manejo de la Leucoplasia esta dirigido a la eliminacion de los
posibles factores causales, incluyendo el habito tabaquico. Un intervalo de 2-
4 semanas es considerado un periodo de tiempo aceptable para observar la
regresion o desaparicion de las lesiones blanquecinas, después de haber
establecido el diagnéstico provisional y haber eliminado los posibles factores
etiolégicos. © Si las lesiones persisten, o en ausencia de factores etiolégicos
identificables, se procede a realizar biopsia para estudio histopatoldgico,

cuyo resultado permitira establecer el diagndstico definitivo.
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La Tincion con Azul de Toloudina ha sido utilizada en el diagnéstico de
lesiones leucoplasicas, es un procedimiento diagnéstico simple que demarca
areas sospechosas de malignidad o displasia, por lo que se ha determinado
que posee una alta sensibilidad en la deteccion de lesiones bucales
malignas, es una técnica valiosa para la evaluacion de lesiones de alto riesgo
como la Leucoplasia, y para el diagnéstico de carcinomas invasivos. ®® Esta
prueba orienta en la seleccién del sitio 6ptimo para la biopsia diagnéstica ©,

sin embargo  debe ser utillizada como un método de diagndstico

complementario.

El citodiagnéstico, también llamado examen citolégico o simplemente
citologia, es el diagndstico morfolégico basado en los caracteres
microscoépicos de las células y componentes extracelulares desprendidos de
los Organos espontaneamente u obtenidos por procedimientos que, en
general, son menos invasivos que la biopsia."? La citologia en la cavidad
bucal es un auxiliar en el diagnéstico de algunas lesiones principalmente
malignas, sin llegar a ser un substituto de la biopsia, sin embargo es util en el
diagndstico temprano de neoplasias malignas de la cavidad bucal o para
seleccionar el sitio mas apropiado para la toma de la biopsia. ® En los
extendidos, se valora el tamafio y morfologia de las células, considerandose

criterios de malignidad la aparicién de células anaplasicas en el frotis, estas
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células se caracterizan por variaciones en su tamafio y modificaciones

estructurales en cuanto al tamafio del citoplasma y el nacleo.

Los primeros estudios de citologia exfoliativa en Leucoplasia fueron

(73)

realizados en 1951, por Montgomery y Haam , para determinar la

transformacion de las leucoplasias bucales.

Sin embargo en la actualidad, la utilizacion de este método diagnostico
es controversial. Se refiere que es poca la eficacia de la citologia exfoliativa
en el diagnostico de malignidad de Leucoplasias, pues la cantidad de capas
corneas pueden impedir que emerjan las células displasicas, pudiéndose asi
reportar resultados falsos negativos, por lo que es indispensable

complementar el estudio citolégico con el estudio histoldgico. ™

5.- CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS

Los cambios histopatolégicos en la Leucoplasia pueden variar desde
Atrofia del epitelio a Hiperplasia epitelial, Acantosis, con o0 sin
Hiperqueratosis. La capa de queratina puede consistir en ortoqueratina,

paraqueratina o una combinacién de ambas. *”
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Pindborg y col (1980) ® plantearon que los cambios mas
comunmente observados en el epitelio de lesiones leucoplasicas son

hiperqueratosis y un engrosamiento del epitelio o Acantosis.

En el tejido conjuntivo adyacente se presentan cambios en la
microvascularizacion y/o incremento en el numero de linfocitos sub-

epiteliales, células plasmaticas, y células de Langerhans.

Dentro de la diversidad de cuadros histopatolégicos en las
Leucoplasias bucales, se distinguen dos modelos bases: las Leucoplasias sin
rasgos de displasia en el epitelio o “Leucoplasia Benigna” y las “Leucoplasias

Displasicas”. " 7®

El término displasia describe un crecimiento epitelial desordenado,
refiere cambios crénicos, progresivos y desordenes premalignos de la
mucosa bucal. ® 8 | os cambios comienzan en la capa basal y suprabasal

del epitelio y se extienden superficialmente en él. 989

La displasia epitelial se caracteriza por alteraciones tisulares y
variaciones en el numero celular, lo que revela una alteracion en la
maduracion celular del epitelio, y un incremento de la actividad proliferativa

suprabasal. ®V
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Se establecen tres grados de displasia epitelial segun la extension en
el tejido de los cambios celulares, pudiendo ser clasificada en Displasia
epitelial leve cuando los cambios o alteraciones se limitan a la capa basal y
suprabasal; Displasia epitelial moderada si los cambios involucran la capa
basal hasta la porciébn media de la capa espinosa y Displasia epitelial severa
cuando las alteraciones se extienden desde la capa basal hasta un nivel por
encima de la porcién media del epitelio. Cuando las alteraciones involucran

todo el grosor del epitelio se usa el término de carcinoma in situ. * 3

El diagnéstico y evaluacion de la displasia epitelial de la mucosa bucal
se puede basar en muchos casos en una interpretacion subjetiva que varia
seglin el patologo observador ®?, por lo que se ha sugerido el uso de
marcadores de proliferacién celular; como la expresion de la proteina p53,
antigeno Ki-67 y la evaluacion de la expresion del syndecan-1; para lograr

establecer criterios diagndsticos mas objetivos. ©% 8%

Se ha establecido que una acumulacién de alteraciones genéticas y
moleculares inicia cambios fenotipicos que pueden ser reconocidos
histologicamente en el tejido, y que estan asociados con alteracion de la

diferenciacion y de la proliferacion celular. &
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El Centro de colaboracion para lesiones precancerosas de la OMS
estableci6 que el indice de transformacion maligna de las lesiones
leucoplasicas es variable, y citan cifras que van del 3 al 30%. Destacan que

la displasia severa conlleva un indice mas alto de transformacién maligna.

Las lesiones leucoplasicas son consideradas lesiones premalignas,
porque tienen mayor potencial de cambios celulares carcinomatosos que el

tejido mucoso normal. ©®

Fishman y col (1982) ® evaluaron el concepto de premalignidad
bucal, destacando la definicion de lesion premaligna de la OMS: “Tejido
morfolégicamente alterado en el cual el cancer puede ocurrir con mas
probabibilidad que en la contraparte normal”, por lo que la conducta actual
frente a estas lesiones clinicas es su diagndstico histopatologico y la
ejecucion de un tratamiento oportuno, asumiendo asi el caracter premaligno

de la lesioén.

6.- FACTORES DE RIESGO PARA LA TRANSFORMACION

MALIGNA

La Leucoplasia es considerada la mas frecuente lesion premaligna de

la cavidad bucal. ©% 5354 76.88,89.90,91) ga han reportado varias caracteristicas
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como parametros de riesgo para la transformacion maligna de estas lesiones

en cavidad bucal.

Tal como lo establecen Tinoco y col (1986), Fonseca y col (1992),
Shepman y col (1988) y Van der Waal y col (1997), las mujeres parecen
tener mayor riesgo a la transformacion maligna de las lesiones leucoplasicas

que los hombres, (45 46:53.79)

El tiempo de evolucion de la lesiébn en boca y la identificacién del
factor etiologico, son tambien dos aspectos a considerar en la
transformacion maliga de las Leucoplasias. Las lesiones de larga data tienen
mayor riesgo de transformacion maligna que los casos de reciente aparicion.
Muchos autores han sefialado que la frecuencia de cambios carcinomatosos
en leucoplasias bucales varia entre 1,4 y 36% durante periodos de

observacién que van desde 1 a 30 afios. ©¢" 9

Tanto el habito de fumar como el alcoholismo se consideran como
factores de riesgo en la carcinogenesis bucal. 3 % 95 9. 97.98) F| tapaco
posee muchos compuestos dafiinos y carcinégenos como las nitrosaminas
(99).

; otro constituyente importante es la nicotina, la cual aun cuando no es

considerada como un elemento carcindégeno, es citotoxica y puede actuar
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como un co-factor en la carcinogenesis bucal, potenciando el efecto de los

carcinégenos contenidos en el cigarrillo y el tabaco. %

Algunos de los metabolitos del alcohol como el acetaldehido y
. ;o . o (101) .

superoxido son mutagénicos y citotoxicos. El alcohol y el tabaco tienen
un efecto sinérgico en la carconogénesis bucal, se ha referido que el alcohol
altera localmente la permeabilidad de las membranas mucosas favoreciendo
la penetracion de los elementos carcinogénicos contenidos en el tabaco vy el
cigarrillo hacia el tejido bucal. % Estos argumentos demuestran el alto
riesgo de transformacion maligna que presentan las Leucoplasias asociadas

al alcohol y al habito tabaquico.

A pesar de que el habito tabaquico es considerado como un potente
factor de transformacion maligna, las Leucoplasias que no tienen un agente
causal identificado, y las Leucoplasias idiopaticas no asociadas con el
tabaquismo, han sido reportadas como altamente suceptibles al desarrollo de

carcinomas de células escamosas. " ")

La localizacién anatémica de las lesiones también puede alertar sobre
el posible riesgo de transformacién maligna de las Leucoplasias. " 1%
Presentan mayor riesgo de transformaciéon maligna las lesiones ubicadas en

el piso de la boca y superficie ventral de la lengua, zonas consideradas como
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de alto riesgo, asociadas histopatolégicamente con la presencia de displasias

severas. 0%

Se ha reportado que las lesiones premalignas ubicadas en sitios de
alto riesgo son genéticamente diferentes a las lesiones premalignas ubicadas
en zonas reportadas como de bajo riesgo para la transformacion maligna.
Los sitios de alto riesgo presentan perfiles genéticos asociados con la

progresion de carcinomas bucales. %

Al hacer referencia al tipo de Leucoplasia se ha determinado que las
lesiones clinicamente identificadas como no-homogéneas poseen un alto
riesgo de transformacion maligna, en oposicion a las formas clinicas

homogéneas. ©* 105104

Silverman y col (1984), encontraron que un 64% de los carcinomas
desarrollados de Leucoplasias tenian su origen en el tipo de Leucoplasia no

homogéneo. ©”

Gupta y col (1984), refirieron una alta incidencia del cancer bucal a
partir de lesiones que presentaban la apariencia clinica de Leucoplasia
nodular. De un total de 19 lesiones cancerigenas bucales, 14 (74%) fueron

precedidas por Leucoplasia nodular. %
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La observacion de displasia epitelial ha sido sefialada como el
principal indicador histopatolégico de potencial maligno. ®V EIl riesgo al
desarrollo de Carcinoma espinocelular es mucho mayor en displasias
moderadas o severas, que en displasias leves o hiperplasias. “® # Sin
embargo, se ha reportado la transformacién maligna en lesiones con

ausencia de displasia epitelial. * * %% 1%

Actualmente se piensa que la presencia de displasia en una lesion
bucal solo determina el riesgo que estadisticamente posee esta lesion para
gue se produzca en ella una transformaciéon maligna, es un marcador
histopatolégico de pre-malignidad, pero no puede usarse como elemento

(106 Se recomienda el uso de

indicador seguro de cambios malignos.
marcadores bioldgicos para lograr mayor objetividad en cuanto al posible

riesgo de transformacion maligna de una lesion leucoplasica.

Los antecedentes familiares y personales de Cancer %"

, la presencia
de displasia epitelial y el uso de marcadores como el cromosoma polisomal,
la sobre-expresion de la proteina p53 y el antigeno ki-67, la pérdida de
heterocigosidad del cromosoma (LOH) 3p y 9p, y la baja expresion de
moleculas de adhesion (integrinas, caderinas, y sindecan-1), han sido en
combinacion indicadores confiables del riesgo de transformacion de una

lesion bucal en Carcinoma de células escamosas. (1% 108.109)
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Los marcadores de proliferacion celular de expresibn aumentada
determinan la marcada actividad proliferativa celular de las Leucoplasias en

las que el carcinoma se esta desarrollando.

Recientemente se ha reportado que los cambios moleculares en el
ADN celular de lesiones potencialmente malignas, basadas en la evaluacion
de la medida del contenido del ADN nuclear permiten detectar si estas

lesiones son verdaderamente potencialmente malignas. % 1

Se ha demostrado la presencia de Candida en el tejido como un

potencial indicador de transformacién maligna. **?

En 1993, Gao estudi6 lesiones leucoplasicas donde se habia
detectado la presencia de Candida evaluando la proliferacién celular. En
este estudio se pudo evidenciar una alta actividad mitética, elevada sintesis
de ADN celular y aumento del grosor del epitelio; caracteristicas que hacen
de esta condicion patoldgica asociada a la presencia de la levadura, una

lesién con alto poder de malignidad. 2
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7. TRATAMIENTO DE LA LEUCOPLASIA

El tratamiento de la leucoplasia se divide en un tratamiento que puede

ser sistémico o topico y un tratamiento quirdrgico.

El tratamiento sistémico ha implicado la utilizacion de retinoides,
betacaroteno, vitamina E y vitamina C, en un tratamiento definido como

quimioprevencion.

Este tratamiento ha favorecido la regresion de Leucoplasias bucales;
pero se ha informado la recurrencia luego de la suspension de la
administracion de los agentes de quimioprevencion. Seria prematuro pensar
en la Quimioprevencion como una estrategia de rutina en la prevencion del

cancer bucal. **¥

La vitamina A modula el crecimiento y la diferenciacion celular, su
deficiencia aumenta el riesgo a la carcinogénesis. ™ Bajos niveles de
vitamina A se han asociado a un riesgo incrementado al desarrollo de cancer

de pulmon, colon, prostata, faringe, laringe y eso6fago.

Kaugars y col (1994) documentaron sucesos clinicos con betacaroteno

solos 0 en combinacidon con otros antioxidantes en el tratamiento de la
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Leucoplasia. '® La administracién oral de betacaroteno combinada con
vitamina A; y betacaroteno mas vitamina C, han demostrado favorecer la

remision de Leucoplasias e inhibir el desarrollo de nuevas lesiones. ")

La vitamina E o Alfa-Tocoferol (AT), es un antioxidante efectivo que
posee un importante rol en la proteccion de membranas celulares. Benner y
col (1993) 8 evaluaron la administracion de 800 Ul de AT/dia por 24
meses en 43 pacientes con Leucoplasias, reportando que en 20 de ellos

hubo una respuesta clinica favorable.

Un estudio realizado en el afio 2000 por Sawant y col, plantea que la
vitamina E sola o en combinacién con la vitamina C juega un papel

importante en la inhibicién del crecimiento celular en lesiones neoplasicas.

(119)

El uso de antioxidantes en el tratamiento de la Leucoplasia bucal es
prometedor, sin embargo el caso a tratar debe ser previamente seleccionado.
Esta indicado en aquellos pacientes con mayor riesgo de transformacién
maligna (fumadores, alcohdlicos, desnutridos), en casos de Leucoplasias sin
displasia o displasia leve; y en casos de recurrencias posteriores al

tratamiento quirtirgico. %%
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No se indica su uso en el manejo de Leucoplasias con displasia
moderada y severa, y siempre se debe estudiar histopatolégicamente la

lesién antes de instaurar un tratamiento de quimioprevencién. 2%

Estudios clinicos recientes confirman una alta efectividad de la Terapia
Fotodinamica tambien llamada Fotodinamicoterapia en el tratamiento

sistémico de lesiones premalignas de la cavidad bucal. ©¢* 121122123 124)

Esta modalidad de tratamiento consiste en la aplicacion sistémica o
topica de una sustancia quimiosensibilizante que es selectivamente retenida
por los tejidos neoplasicos y tejidos del sistema reticulo endotelial. Esta
sustancia expuesta a un laser de argon de una longitud de onda de 630 um,
cataliza una reaccion fotoquimica que libera radicales de oxigeno libres
citotoxicos, responsables de la muerte celular y por tanto de la necrosis

tumoral. ¢2®

Una desaparicion completa de lesiones leucoplésicas a la inspeccion
visual se observé en 10 pacientes de un grupo de 12 tratados con terapia

Fotodinamica aplicando tépicamente acido d-aminolevulinico (ALA). 29

La terapia fotodinamica presenta algunas ventajas que le hacen ser

superior a los métodos de tratamiento clasico. Es una técnica no invasiva,
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produce excelentes efectos estéticos, constituye una posibilidad de
tratamiento en presentaciones multiples o generalizadas, y no produce

efectos téxicos (61, 121, 122, 123, 124,125)

En cuanto al tratamiento topico, se ha observado que el uso de la
vitamina A o Acido retinoico o tretinoina, presenta efectos limitados en el
control de la Leucoplasia Bucal. Un estudio realizado por Epstein y col (1999)
(128) ‘reportd remision clinica parcial (27%), y recurrencias (40%) posteriores a

la suspensidén del tratamiento.

Gorsky y col (2002) 27 plantean que el uso tépico de la vitamina A
tiene mayor valor en el control de la progresién o avance de estas lesiones,
mas que en su eliminacion; por lo que pudiera utilizarse en lesiones

altamente recurrentes.

Por otra parte la Bleomicina tambien se ha empleado tépicamente
mezclada con dimetilsulfoxido sobre la superficie de la lesién diariamente
por un periodo de tiempo de 15 dias consecutivos. Evaluaciones clinicas de
este tratamiento han referido disminucion en el espesor, tamafio e incluso
completa resolucion de la Leucoplasia, y baja posibilidad de transformacion

maligna. (%129
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Epstein y col (1998) 9 sefialan que el tratamiento tépico con
bleomicina puede prevenir la progresion de leucoplasias a displasias o
carcinoma, pero se requieren estudios sobre su efecto en lesiones con
displasia, y una evaluacion de sus efectos a largo plazo. Sin embargo se ha
sugerido su utilizacion en lesiones multifocales o localizadas, o en zonas

complejas para la cirugia.

El tratamiento quirdargico de la Leucoplasia involucra el uso de cirugia

convencional y la utilizacion de la cirugia laser. (130, 131)

En un estudio realizado en el afio 2001 por Saito y col, en el cual se
hizo un seguimiento de lesiones tratadas con eliminacién quirdrgica por un
periodo de 4 afos, se reportd que el porcentaje de transformacion maligna a
carcinoma de células escamosas a partir de lesiones leucoplasicas, fué mas
bajo en pacientes que recibieron como tratamiento la eliminacion quirdrgica
de la lesion, que en aquellos en quienes se realizaron otras modalidades de

tratamiento. 39

La Cirugia Laser representa otra modalidad de tratamiento en los
casos de Leucoplasia bucal, este tratamiento ofrece varias ventajas; como la
posibilidad de remocion de extensas areas de lesion, es un procedimiento

con minimas complicaciones post-operatorias, hay minimo dolor, edema y
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sangrado, y se ha reportado poca posibilidad de recurrencia en lesiones
tratadas con esta técnica quirargica. Su inconveniente es que no permite el

estudio del tejido removido. ®3%

En 1993, Lamey establecio que el tratamiento de las lesiones
leucoplasicas debera ser orientado en base a los resultados histopatolégicos
obtenidos. En los casos de Leucoplasia sin displasia o displasia leve, el
tratamiento incluiria un tratamiento sistémico, evaluacion clinica periédica y
una biopsia a los 3 meses en caso de progresar la lesion, aparecer cambios
clinicos o sintomas en el paciente. En los casos de Leucoplasia con displasia
moderada o severa, seria conveniente la eliminacion quirdrgica convencional

o usando laser y practicar controles periédicos. **?

Todos los pacientes con lesiones leucoplasicas luego de habérseles
instaurado su tratamiento, deberian ser evaluados por un largo periodo de
tiempo, probablemente de por vida, con intervalos de 6 -12 meses; con la

finalidad de detectar recurrencias en estados iniciales. ¢ 132 13%)
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8. Candida sp

Hongo imperfecto o mitospodrico, pertenecen al Phyla Deuteromycota,

su reproduccién sexual se desconoce. 3%

El género Candida comprende mas de 150 especies. Los
microorganismos del género Candida son miembros de la microbiota normal
de tracto digestivo, las vias respiratorias, el area vaginal y la cavidad

bucal. 3%

Se ha estimado que entre un 40-60% de personas sanas presentan

este hongo como integrante normal de su microbiota bucal. %% 37138

El porcentaje de individuos colonizados aumenta y disminuye con la
edad. La mayor colonizacién se observa en nifios con edades comprendidas
entre una semana de vida y dieciseis meses; y en la vejez, asociada a la
presencia de protesis dentales y xerostomia. La colonizacién en cavidad
bucal también sufre variaciones diarias con un mayor numero de células
fungicas a primeras horas de la mafiana y a las dudltimas horas de

la tarde. (13% 149)
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Candida albicans es la especie que se aisla con mayor frecuencia en
la cavidad bucal, otras especies aisladas son Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata, Candida gulliermondii y mas
recientemente Candida dublinensis. También se han aislado de la cavidad
bucal otros hongos levaduriformes como Rodhotorula glutinis vy

Saccharomyces cerevisiae. 4% 142 149

Sin embargo C.albicans parece ser la especie con mayor potencial
patégeno, algunos autores estiman que esto se debe a su capacidad de
adherencia y colonizacién, produccion de enzimas y por las interacciones con

las defensas del hospedero. 44 149

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL HONGO

Candida es un hongo que tiene un dimorfismo especial, puede

presentar crecimiento levaduriforme y filamentoso simultaneamente. (46147

Las levaduras son células eucaridticas, que se reproducen
asexualmente por gemacion, mecanismo que consiste en la produccion de

un brote o yema en un punto de la superficie de la blastospora. 4°
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A medida que la célula hija aumenta de tamafio, el ndcleo de la célula
madre se divide, y uno de los nucleos, junto con los organulos
citoplasmaticos se trasladan a la célula hija, quien se separa por medio de la

formacién de tabiques de division. 4®)

La forma filamentosa del hongo (hifa), es una estructura microscopica
tubular, la cual contiene mudltiples unidades celulares que puede estar
dividida por septos y puede surgir a partir de blastosporas o de hifas

existentes. Crecen continuamente por extension apical. 47

Candida sp posee factores de virulencia como: a) la capacidad de
adherencia a células epiteliales y endoteliales, b) produccién de enzimas
hidroliticas, c) transicién dimérfica (conversion morfogénica de la forma
levaduriforme a la forma micelial), d) variabilidad antigénica, y e) adhesion a
sustratos biologicos inertes e inmunomodulacién de los mecanismos de

defensa del hospedero. *®)

Los principales componentes de la pared celular de C.albicans son
polimeros de glucosa (glucan) y N-acetil glucosamina (quitina) y polimeros de

manosa (manan) covalentemente asociados con proteinas (manoproteinas).

(146, 149)
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El glucano y la quitina estan asociados con la rigidez estructural, y las
manoproteinas estan implicadas en la adherencia a los tejidos del
hospedero, y son diferentes en su expresién, secrecion y localizacion dentro

de la estructura de la pared. (49

Estudios recientes han demostrado que ademas de los residuos de
manosa, glucosa y N-acetil glucosamina hay presencia de galactosa, N-
acetil-galactosamina, fucosa, &acido sialico y dos azlUcares aun no
identificados. Estos carbohidratos complejos se han considerado como
constituyentes vitales en la vida del microorganismo, proveen energia,
poseen un papel estructural, y se cree que podrian desempefiar importantes
funciones en la interaccion del hongo con las celulas y el tejido del

hospedero. %9

La pared celular de este hongo posee un espesor de 125-300 um y
estd formada por varias capas, cuyos componentes se han podido
caracterizar inmunoquimicamente. En la fase levaduriforme, las capas
externas de esta estructura estan compuestas por proteinas, lipidos y
manano, las capas intermedias estan compuestas por beta 1-3 glucano y
quitina y la capa mas interna principalmente por manano y proteinas. En la

fase micelial, se mantiene el nimero de capas pero se observan variaciones
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cuantitativas, disminuyendo el espesor de la mayoria de ellas con excepcién

de la capa compuesta por quitina y proteinas. 49

Poca informacion se tiene sobre la composicion protéica de la pared
celular de otras especies no-albicans. Sin embargo, se han reportado
diferencias en las funciones mediadas por la pared celular, tales como

adhesién e inmunomodulacion entre especies de Candida. *%

Por lo que se piensa existen similitudes y diferencias entre la

composicion de la pared celular de especies no-albicans y C.albicans. %2

Hansenclever y Michell (1961) determinaron diferencias a nivel
antigénico entre las mismas especies de C.albicans, describiendo dos

serotipos Ay B. 53

La causa de esta diferenciacion serologica se le atribuye a los
polisacaridos, marcadores antigénicos de la pared celular presentes
solamente en el serotipo A. ¥ E| serotipo A es antigénicamente mas
complejo que el B, posee antigenos especificos, ademas de presentar los
antigenos comunes a B. ®® Se ha establecido que la distribucién de los
serotipos A y B puede variar dependiendo del origen geografico de los

aislamientos. *°¢ 157
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En Europa el serotipo A es el que predomina en los aislamientos
clinicos ®®, mientras que en América y Africa el serotipo B se observa con

mayor frecuencia. °®

El serotipo A ha sido aislado en personas sin sintomas clinicos de
candidiasis, de aislamientos orales, digestivos y respiratorios. Los pacientes
inmunocomprometidos parecen tener una probabilidad dos veces mayor que
otros pacientes o personas sanas de estar colonizados o infectados con el

serotipo B. (159169

Se ha producido una asociacion de prevalencia del serotipo B de
C.albicans en muestras provenientes de pacientes homosexuales VIH

positivos. (161 162

El serotipo B se ha observado a partir de aislamientos
vaginales, cutaneos, en pacientes con Candidiasis Pseudomembranosa,
principalmente en pacientes oncoldgicos. Se ha visto un incremento en la

prevalencia de este serotipo en pacientes infectados con el virus de

inmunodeficiencia humana, 5 160. 161, 162)

Estos serotipos difieren en sus habilidades para adherirse a las células
epiteliales y para infectar pacientes con diferentes estados inmunoloégicos. El

serotipo B posee mayor capacidad de adhesion e invasion a las células
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epiteliales y superficies acrilicas. *®® Se ha demostrado que el serotipo B
parece ser mas resistente a algunos antifingicos como 5-fluorocitosina y
diversos azoles (Fluconazol y Ketoconazol), mientras que el serotipo A posee
mayor sensibilidad a la accién de los azoles, lo que favorece su utilizacion

terapéutica. (164 1%
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CANDIDA sp EN CAVIDAD

BUCAL

Métodos de Aislamiento

1. Frotis.

Esto puede hacerse por hisopado, frotando con un hisopo de algodon
estéril suavemente sobre la superficie del tejido que presenta la lesion y
posteriormente inoculando la muestra en un medio de cultivo. O empleando
una espatula metalica que permite por raspado tomar una muestra, lo que
contituye un frotis citolégico. Este metodo permite la observacion e
identificacion de levaduras por observacion directa o posterior a la fijacién y

coloracion (Papanicolau) del material.

El frotis es un procedimiento simple de realizar, pero no permite la

cuantificacion de la infeccion por Candida.

2. Enjuague Bucal Concentrado.

Utilizando 10 ml de solucion salina el paciente realiza un enjuague
vigoroso por 60 segundos. La solucion es concentrada por centrifugacion y

un volumen conocido, es inoculado en un medio de agar. Después de 24-48
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horas de incubacion a 37°C, el crecimiento es evaluado en base al nUmero
de colonias, y expresado como unidades formadoras de colonias por ml de

enjuague (UFC/ml). 159

De acuerdo al crecimiento observado se puede cuantificar la presencia

de levaduras en cavidad bucal.

La identificaciéon de 1 a 10 Unidades Formadoras de Colonias por
mililitro de saliva (UFC/ml) es considerado como un crecimiento Muy Escaso.
De 11 a 100 UFC/ml el crecimiento es Escaso, de 101 a 1.000 UFC/ml un
crecimiento Moderado, de 1.001 a 10.000 UFC/ml un crecimiento Abundante,

y mas de 10.000 UFC/mI un crecimiento Muy abundante. ¢ 167

Las concentraciones de Candida en portadores sanos, sin condiciones
patolégicas orales varia entre 300 a 800 unidades formadoras de colonias
por ml de saliva, estas son muy inferiores a las concentraciones halladas en
personas que padecen distintas formas de Candidiasis; con recuentos
superiores a 20.000 UFC/ ml; se han reportado variaciones diurnas con

maximos al amanecer y al anochecer. :%®)
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La cuantificacion de Candida, es ventajosa clinicamente ya que
permite diferenciar entre los niveles aceptados de portadores de Candida y la

presencia de infeccion. /%1

La desventaja de este método de aislamiento es que no permite

localizar sitios especificos de infeccion.

3. Cultivo por impresién.

Este método de aislamiento utiliza una almohadilla estéril de tamarfo

especifico embebida en un caldo de Sabouraud. ¢

Se coloca sobre la mucosa o la superficie interna de la prétesis, por un
periodo de tiempo de 30 segundos, y se traslada a un medio de cultivo

apropiado. @

4. Biopsias tisulares.

El estudio microscopico de los hongos en las secciones histologicas

constituye el elemento diagnéstico mas importante. ¢’
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En las infecciones de la mucosa bucal, Candida se localiza en las
capas mas superficiales del epitelio. EI micelio solo invade las capas

queratinizadas y granular, nunca todo el espesor. 4"

La observacion de elementos fungicos en la secciones de la muestra
es posible mediante la utilizacion de coloraciones especiales como la de

Plata de Metamina (Groccot) y del Acido Periddico de Schiff (PAS).

Sus reacciones se basan en la oxidacion crémica o periédica de los
grupos hidroxilos a aldehidos de los polisacaridos de la pared celular fungica,
los cuales reaccionan con el reactivo de Schiff para tefir las hifas de rosa-

rojo, y con el reactivo de plata para producir un depésito negro en las hifas.

174)

La técnica de PAS tiende a dar una mayor coloracién de fondo;
mientras que la técnica de Groccot presenta como desventaja que la

reaccion celular de fondo esta oscurecida. "%

Se ha sugerido la utilizacion de una contra coloracién de hematoxilina

y eosina para tefiir la reaccién celular de fondo. ¢
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La observacién de invasion tisular por hifas de Candida, en las
preparaciones histoquimicas, son el indicador mas seguro de infeccion. ¢
") Sin embargo es imposible mediante este método diagnéstico la

identificacion de las especies involucradas.

Medios de Cultivo

Candida crece bien en medios de cultivo con Agar Peptona-Glucosa
(dextrosa), o Peptona-Maltosa. El medio méas frecuentemente usado para el
aislamiento de Candida es Agar Dextrosa Sabouraud. *"® Se le incorporan
distintos tipos de antimicrobianos como cloranfenicol, penicilina,
estreptomicina o ciprofloxacina, con la finalidad de evitar el crecimiento de
flora blacteriana comensal. El medio se incuba aerébicamente a 37°C por 24-

48 horas.

La siembra de las muestras clinicas en medios de cultivo especificos
es el método mas utilizado para la deteccion de levaduras, permite la
identificacion de especies una vez aislado el hongo. Su mayor desventaja es

la incapacidad para generar resultados antes de 24 horas. "% 180
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Sobre la superficie del medio de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud, las
colonias de Candida son de color crema, convexas, lisas, redondas, y

brillantes y con olor a levadura.

Se ha podido detectar méas de una especie de Candida a partir de

muestras provenientes de la cavidad bucal de un mismo paciente. 8V

Las especies de Candida no pueden ser diferenciadas sobre la base
del aspecto de sus colonias, que crecen sobre la superficie de los medios de
cultivo comunmente empleados. Se sugiere el uso de medios y/o pruebas
diferenciales adicionales para la identificacion de especies de este

microorganismo.

Los medios diferenciales se clasifican en fluorogénicos, cuando las
enzimas del hongo degradan componentes del medio que producen
compuestos fluorescentes, y cromogénicos, cuando la actividad enziméatica
del hongo se detecta porque se producen colonias con un color
caracteristico. Los mas utilizados son los medios cromogénicos porque no
necesitan luz ultravioleta para la observacion de las colonias, y porque
permiten la identificacion de un mayor niumero de especies que los medios

flurogénicos. 8V Estos sustratos enzimaticos pueden emplearse luego del
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aislamiento de las levaduras en un medio convencional, o como medios de

aislamiento primario. 82

Utilizando un medio de Agar basado en un substrato cromogénico, es
posible la identificacion rapida de especies de Candida luego de 24-48 horas

de incubacién segun el color de las colonias. &)

Las principales ventajas de estos medios son la rapida identificacion
de microorganismos en una muestra, y el reconocimiento o identificacién
polifungica, es decir la identificacion de una mezcla de microorganismos

cuyas colonias presentan caracteristicas similares.

Medios no comerciales como el Agar Pagano-Levin, permite la
diferenciacion de C.albicans con otras especies. C.albicans produce colonias
palidas, mientras que otras especies exhiben grados variables de coloracién

rosa. (84

Existe una gran variedad de medios de cultivo cromoégenos
comercializados entre ellos: el CHROMagar Candida, CHROMagar
Company, Francia o Chromoalbicans Agar- Biolife Italiana, Italia; Albicans ID

y Candida ID-bioMeriux, Francia; que permiten una identificacion presuntiva
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de C.albicans mediante la observacion del color y textura de las colonias

aisladas en estos medios solidos. ‘¢%

El Chromalbicans Agar es un medio selectivo en el que las colonias de
C.albicans producen un pigmento de color azul que no aparece en las

colonias del resto de las especies de interes medico. &%

El CHROMagar Candida (CHROMagar, Paris, Francia) es un medio
diferencial cromogénico usado para el aislamiento e identificacién presuntiva

de especies de Candida de acuerdo con el color de las colonias. *&®

Después de 24-48 horas de incubacion en algunos de estos medios
C.albicans crece formando colonias lisas verdes, C.tropicalis las origina lisas

azules, y C.krusei, rugosas y rosas. (187 188 189)

Se ha reportado una especificidad de 95% de identificacion para

CHROMagar Candida, cercano al 100% de los medios convencionales. %%

El Agar Albicans ID (Biomeriux, Basingstoke, UK), emplea una mezcla
cromogena que permite visualizar de forma rapida y certera las colonias

pertenecientes a C.albicans y otras especies como C.tropicalis, C.lusitaniae,
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C.guilliermondii o C.kefyr. Se ha reportado una sensibilidad de 98,35% y una

especificidad de 99,7% (191, 192, 193, 194)

En otros medios como el Fluoroplate (Merck, Damstadt, Germany), las
colonias de C.albicans dan una fluorescencia blanca al iluminarlas con luz
ultravioleta La necesidad de utilizar una lampara UV para visualizar

metabolitos fluorescentes aumenta los costos de esta prueba. %%

Identificacion de especies de Candida

Generalmente la identificacion de especies de Candida se realiza en

base a las caracteristicas morfologicas y fisiolégicas de la levadura aislada.

1. Criterio Morfoléqico.

Examen Directo.

Se fundamenta en la observacién microscopica directa de la muestra
tomada mediante raspado de la lesion a estudiar. Esta se coloca y se fija
sobre un porta-objeto, se puede observar directamente al microscopio de
luz, o utilizar tinciones rapidas como la tinta china, el blanco de calcofltor,

KOH, o coloracion de Gram. %®)
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Este método de aislamiento permite la identificacion morfologica de
Candida, por observacion de las células fangicas (blastosporas con o sin
hifas), permite observar la diferenciacion entre la forma levaduriforme vy la

forma de hifa.

Con la técnica de tincién de Gram las levaduras se observan de color
morado; y con la técnica de PAS, las hifas PAS positivas se colorean rojo

intenso. 47

La apariencia microscépica es similar en las especies de Candida,
todas son levaduras Gram positivas, su forma puede variar de ovoide a
elongada o esférica, con brotes. Los principales inconvenientes de la
observacion microscopica estan relacionados con incapacidad para la

diferenciacion de especies. ™

Produccién de Tubos Germinales tambien conocida como prueba de
Filamentizacion en suero. Es el método de laboratorio estdndar que junto

con la formacion de clamidosporas se utilizan para identificar C.albicans.

La prueba involucra la induccién de formaciéon de tubos germinales a

partir de levaduras cultivadas en suero.
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Esta prueba consiste en realizar una suspensién en 0,5 ml de suero
humano con una colonia procedente de un cultivo. El suero conteniendo el

in6culo se incuba en la estufa a 37°C por 2-3 horas.

Pasado este lapso de tiempo el tubo germinal se observara con el
microscopio como una extension filamentosa de la célula levaduriforme o
como un apéndice elongado que crece hacia fuera y tiene aproximadamente

la mitad del ancho y tres a cuatro veces el largo de la célula levaduriforme.

(134, 197)

No se debe confundir el tubo germinal producido por C.albicans con la
estructura que presenta C.tropicalis, que no es un tubo germinal sino el
comienzo de la formacion de la pseudohifa, en la cual se observa una

constriccién caracteristica en su punto de origen. %

El problema que posee esta técnica de identificaciéon es que un 5% de
los aislamientos de C.albicans no producen tubo germinativo, ademas

producirse falsos positivos en especies como C.tropicalis y C.parapsilosis.

Produccion de Clamidosporas, en contraste con otras especies

C.albicans presenta tendencia a formar estructuras grandes de pared gruesa,

en el extremo terminal o intercalar de las hifas tabicadas, denominadas
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clamidosporas, cuando se cultivan en un medio de Agar Bilis y/o Agar

Harina de maiz. 4% 140)

La produccién de clamidosporas es caracteistica de C.albicans, pero
también puede ser identificada si se forman cumulos compactos de

blastoconidios, a intervalos regulares a lo largo de las hifas. 920020

En algunos casos es posible realizar una identificacién de especie
sobre la base de la morfologia y disposicion de los blastoconidios.
C.tropicalis tiende a formar un pequefio niumero de blastoconidios separados
ampliamente, individuales o en pequefios cumulos a lo largo de las hifas. La
observacion de colonias en forma de arafias, con formacion de hifas

gigantes, sugiere a C.parapsilosis. (199200 201)

El desarrollo de pruebas de identificacion presuntiva para C.albicans,
como la filamentizacion y la produccién de clamidosporas, han permitido
reducir el costo e incluso el tiempo de identificacion, al hacer innecesarios

ensayos bioquimicos posteriores al aislamiento clinico.

Sin embargo en aquellos casos en los que se hace dificil obtener una

identificacion a partir de patrones de crecimiento en Agar Harina de Maiz o
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Agar bilis y suero, se necesitan pruebas de fermentacion de carbohidratos o

asimilacién para la identificacion final de la especie.*’®

2. Criterio Fisiolégico.

Se basa en la capacidad de asimilacion y fermentacion de hidratos de

carbono por parte de las diferentes especies de Candida.

Asimilacién de Carbohidratos.

Esta prueba se basa en la capacidad que tienen las levaduras de
asimilar un hidrato de carbono o un nitrato especifico como unica fuente de

carbono o nitrégeno, respectivamente.

Esta condicién depende de factores de permeabilidad de la membrana
y de la presencia de factores enzimaticos especificos controlados

genéticamente, que induzcan la degradacién de los carbohidratos. %

Se utilizan: glucosa, maltosa, sacarosa, lactosa, celobiosa, rafinosa,

meliobosa, eritritol, trehalosa, rafinosa e inositol.
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La asimilacién del hidrato de carbono descrita para especies de
Candida puede obtenerse examinando zonas de crecimiento del hongo

alrededor de discos o bien impregnando con varios aztcares el Agar. ?%

Fermentacion de Carbohidratos.

Se fundamentan en la identificacion de especies segun patron de

fermentacion de hidratos de carbono. "V

Las pruebas de fermentacion se realizan en medios de cultivo liquidos

y se basan en la produccién de acido, o produccion de gas. %Y

Los azlUcares mas empleados son: glucosa, maltosa, sacarosa,

galactosa, trehalosa, y lactosa al 2% y rafinosa al 4%.

La mayoria de las técnicas convencionales de identificacion de
Candida se basan en metodos bioquimicos que requieren varios dias para su
interpretracion y emplean colonias previamente aisladas, por lo que
demandan para lograr la identificacion mayor tiempo y dedicacion, por lo que
hoy en dia se emplean Sistemas de Identificacion disponibles
comercialmente, que han reducido en gran medida el tiempo utilizado en la

identificacion de especies de Candida en el laboratorio. Unos sistemas estan
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basados en la asimilacion de carbohidratos y otros en la produccion

enzimatica. %%

El API-20C AUX y el API-32C (BioMérieux) son sistemas que utilizan
tiras de identificacion basadas en la asimilacion de carbohidratos, la
identificacion se realiza después de 24-72 h de incubacion, y permite la

identificacion de 24 y 38 tipos de especies de Candida, respectivamente. %)

El API-20 C AUX es 96-99% tan exacto como los procedimientos
convencionales %) es frecuentemente usado como un sistema de

referencia para la identificacion de Candida. ?°”

El RapID Yest Plus System (Innovative Diagnostic Systems, Nocross,
GA, USA) es un método cualitativo que se basa en la degradacion enziméatica
de substratos convencionales y cromogénicos. Este sistema no requiere del
crecimiento de las levaduras, identifica enzimas in situ, los resultados de
identificacion se obtienen después de 4 h de inoculacién. ®® Una evaluacion
reporto que un 94.1% de 304 levaduras fueron correctamente identificadas

como especie mediante el empleo de este sistema. %)

Otros sistemas como el Candifast utilizan reacciones de fermentacion,

y produccion de Urea como mecanismos de reconocimiento de especies.
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Existen también sistemas automatizados para la identificacion de
especies de Candida, son rapidos, y muy certeros. ?°® Con ellos se obtiene
Iy (210, 211) : :
mayor precision en los resultados , menor tiempo requerido para la
identificacion de especies, economia de espacio, ahorro de materiales de

laboratorio y de tiempo para el operador. 2

Sin embargo se recomienda contar con las pruebas convencionales de
identificacion de levaduras, sobre todo en los casos de aislamientos clinicos
donde las cepas no son comunes; asegurando asi una correcta

identificacion. ¢*

3. Métodos genéticos de identificacion.

Basandose en la variacion genética, técnicas de identificacion
moleculares como la PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa), la
hibridacion de ADN ©* y el analisis de las diferencias del cariotipo por

electroforesis ?* es posible la identificacion de especies de Candida. ¢*©

Candida puede ser diagnosticada directamente de una muestra clinica
mediante técnicas de amplificacion comerciales de ADN. Esta deteccion
puede realizarse basicamente mediante la reaccibn en cadena de la

polimerasa (PCR) de secuencias conservadas en todos los hongos (PCR
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parafiingica) o de secuencias especificas de una especie en concreta (PCR

especifica). 1"

La capacidad de estas técnicas para proporcionar un diagnoéstico
definitivo en corto tiempo, tiene sin lugar a duda efecto positivo en el manejo

del paciente.

En la medida en que el costo de estas pruebas sea menor podremos
incorporarlas como examenes de rutina diagnostica; disfrutando de las
ventajas que estas técnicas de biologia molecular proporcionan en el

diagndstico clinico.

Serotipificacion de Candida albicans.

Implica la identificacién en base a las caracteristicas antigénicas de la

pared celular de dos serotipos, Ay B.

Se han utilizado para la serotipificacion el método de aglutinacion en
lamina empleando un antisuero de conejo IF6, y la inmunofluorecencia

indirecta. ¢8 219
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La técnica de inmunofluoresecencia utiliza antisueros monoclonales
(AM B 9E, antifactor 6), que reconocen un epitopo de naturaleza polisacarida
gue se expresa en la pared celular de la fase levaduriforme del serotipo A de
Candida albicans pero no del serotipo B; la reactividad se evalia por

inmunofluoresecencia indirecta. ¢

Identificar el serotipo de C.albicans que predomina en una region o
entre una poblacion determinada ademas de su importancia desde el punto

de vista taxondmico, tiene importancia epidemiologica y terapéutica.

ECOLOGIA

La colonizacion de la cavidad bucal por especies de Candida varia en
diferentes zonas del hospedero. Alkumru y Beydemir (1992) reportaron que
la taza de colonizacion por Candida es mayor en el dorso de la lengua que
en otros lugares de la cavidad bucal, por lo que sugirieron a la lengua como

el reservorio primario de C.albicans en boca. ??%

Otros sitios de colonizacién frecuente de levaduras son la mucosa del
paladar y la mucosa yugal “*" y se han aislado especialmente C.albicans del

surco periodontal en un gran numero de pacientes con periodontis cronica.

(222, 223)
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Investigaciones recientes han demostrado la presencia de estas

levaduras en el tejido gingival. 2% 225 226)

Como comensal de la cavidad bucal C.albicans se adhiere a proteinas
de la saliva y a bacterias para evitar su eliminacion de la zona. Se ha
reportado aglutinacibn microscopica y macroscopica con cepas de
Streptococcus sanguis, S.salivarius, S.mutans, S.mitis, Fusobacterium
nucleatum, Actynomyces viscosus, Lactobacillus y Porphyromonas

gingivalis. ?49

PATOGENESIS

La presencia de especies de Candida como comensales en la cavidad

bucal de sujetos sanos, sin Candidiasis bucal clinica, es coman. 2

En estos sujetos existe un balance entre los mecanismos de defensa
del hospedero y el potencial invasivo de las levaduras ??®, por lo que su

presencia no siempre ocasiona enfermedad.

La transformacién de Candida sp de un estado comensal a un estado
patogeno depende de factores inherentes al hospedero y factores de

virulencia del hongo.
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Existen aspectos locales y sistémicos en el hospedador que favorecen

la colonizacion por Candida.

Los factores locales se asocian con alteraciones de la saliva, de la

barrera mucosa y cambios del epitelio bucal. 2%

La mucosa bucal constituye la primera barrera contra la invasion
candidiasica, todas aquellas situaciones que alteran su integridad como
traumatismos, el uso de prétesis en mal estado, una higiene bucal
inadecuada van a favorecer la adhesion e invasién mucosa por parte de
Candida sp. Se van creando como consecuencia de la agresién microfisuras
en el epitelio, que aumentan la permeabilidad a los antigenos y toxinas de

Candida. %0239

El principal agente inmune innato de la cavidad bucal es la saliva. El
crecimiento de Candida esta regulado por la saliva. No solamente por los
macrofagos que se encuentran en ella, sino también por las funciones de
barrido mecanico que ejerce en la cavidad bucal, lo que dificulta la adhesion
del hongo. La saliva también posee componentes proteicos con poder
antifuingico, como las lisozimas, lactoferrina, transferrina, histatinas vy
defensinas ¥ 239 y anticuerpos anti-Candida del tipo Ig A secretor que

actdan inhibiendo la adhesion de Candida a la mucosa bucal. @
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Las histatinas son un grupo pequefio de péptidos (Hsn-1,-3 y -5)
presentes en la saliva humana, la histatina-5 posee una potente actividad
antifungica contra especies de Candida no albicans como: C.tropicalis,

C.gulliermondii, C.parapsilosis y C.krusei. ¢ 230

Se ha reportado que la concentracion de histatinas disminuye
considerablemente en la saliva de los pacientes con SIDA quienes presentan
Candidiasis. Esta disminucién pudiera explicar porque mas del 70% de estos

pacientes desarrollan Candidiasis en algtin momento de la enfermedad. "

Las defensinas son dividas en dos grandes grupos a y  defensinas,
son secretadas por los neutréfilos y células epiteliales respectivamente.
Ambos grupos suprimen tanto el crecimiento bacteriano como el de los

hongos. 49

Estas proteinas y péptidos contenidos en la saliva regulan el
crecimiento tanto de bacterias como de hongos, y comprenden parte del

sistema inmune innato.

La saliva contiene pocos polimorfonucleares neutrofilos, sin embargo
Su numero se incrementa considerablemente en condiciones patologicas.

Estos son secretados a partir de los surcos gingivales y suspendidos en la
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saliva, desde donde ejercen su potente efecto contra la colonizacién por
Candida, y poseen la capacidad de fagocitar y ocasionar la destruccion de

levaduras. (238 239.240)

La proliferacion de Candida sp en los tejidos esta principalmente
asociada a la neutropenia. Esto demuestra el papel de tan importante que
ejercen los neutrofilos en la regulacién de la invasion por parte de esta

levadura.

De igual forma, un flujo salival continuo es tan importante como una

barrera mucosa sana en la prevencién de la colonizacion bucal por Candida.

(241)

La presencia de ciertas entidades y factores que provocan la
reduccion del flujo salival, tales como el sindrome de Sjogren, la edad, la
radioterapia local y los farmacos como: anticolinergicos, diureticos,
antihipertensivos; van a ocasionar una disminuciéon de las propiedades
antimicrobianas y antifungicas de la saliva permitiendo el desarrollo del

potencial patégeno del hongo. 3% 24

Los cambios salivales cualitativos, como mayor contenido de glucosa

y un pH &cido, son caracteristicas que favorecen el incremento de levaduras
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en cavidad bucal. El pH acido causa una disminucién en la reaccion de las
IgA salivales con los receptores antigénicos de las células levaduriformes
(polisacéridos de la pared celular); esto favorece el crecimiento de levaduras

sin regulacién por parte de las IgA. 3%

Los cambios en el epitelio bucal, como hiperplasia epitelial, displasia y

atipias celulares se han asociado con la presencia de Candida. ®**

Alteraciones hormonales, nutricionales e inmunologicas en el
hospedero predisponen sistémicamente a la infeccion por especies de

Candida. ?%

Las alteraciones o enfermedades endocrinas asociadas con el
incremento de Candida sp son el hipoparatiroidismo ©*¥, el hipotiroidismo y
la insuficiencia suprarrenal. Su presencia también se ha asociado a Diabetes

(245) y enfermedades malignas, particularmente Linfomas o Leucemias ?*®

En pacientes con Leucemia un numero significativo de muertes se
presentan como consecuencia de una fungemia por Candida sp, y muchos

de estos casos se asocian con Candidiasis bucal previa. ?*”
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Las deficiencias nutricionales de hierro, acido folico, la hipovitaminosis
A y la deficiencia de vitamina Bi, B,, B, y C, favorecen la invasion y
agresion de Candida al ocasionar cambios degenerativos en la mucosa
bucal, que disminuyen su resistencia y aumentan su sensibilidad a la

invasion, (%48 249

Especificamente la deficiencia de hierro altera la enzima fungistatica
transferrina, disminuye la fagocitosis de Candida y deprime la inmunidad

celular y humoral, ademas de modificar el epitelio bucal ocasionando atrofia.

(250, 251)

Las dietas con alto contenido de carbohidratos le proporcionan a las
especies de Candida metabolitos ideales para su crecimiento y adhesion a

las células epiteliales. 2

La antibioticoterapia prolongada interfiere con el balance normal de la
microflora bucal, la competencia entre microorganismos bacterianos por la
adherencia y la nutricion constituyen en estados de salud limites para el
crecimiento y la diseminaciébn de Candida sp. La reduccion de los

antagonistas microbianos facilita la proliferacion fangica. 44625
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El uso de corticoesteroides inhalados o sistémicos disminuye los

mecanismos de defensa local en el tejido bucal. ®°*

El uso terapéutico de quimioterapia y radioterapia en el tratamiento de
lesiones malignas, se ha asociado con un incremento en el riesgo del
desarrollo de entidades clinicas inducidas por Candida sp, se han sugerido
como causas la consecuente reduccién del flujo salival, lo que ocasiona
disminucién de la accién antifiingica de la saliva ®*¥, y la potenciacion de los
factores de virulencia del hongo. En lineas generales se produce un
desbalance entre las defensas del hospedero y la virulencia de los
microoganismos. Un marcado incremento en la adherencia de células
levaduriformes a las celulas de la mucosa bucal se ha reportado en pacientes

que han recibido terapia para el cancer. ¢

En los pacientes con infecciéon por VIH, la disminuciébn de su
inmunidad celular, la hipofuncién salival asociada y la medicacion que
reciben son factores asociados a una alta incidencia de especies de Candida

en cavidad bucal que dan origen a varias formas clinicas de Candidiasis. “*

256, 257, 258)

La edad es otro factor predisponente al crecimiento exagerado de

Candida en cavidad bucal. En pacientes geriatricos se produce una
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disminucién del flujo salival, debido a una hipofuncion glandular como
resultado de la destruccidén de células acinares inducida de forma fisioldgica
por la edad y al tratamiento de enfermedades malignas. Esto ocasiona una
disminucién de la secrecion de inmunoglobulina A y de los niveles de
lactoferrina y transferrina en la saliva. Esta disminucion de los factores
inhibidores del crecimiento de Candida en saliva, asi como la supresion de la
actividad de los neutroéfilos y el incremento de la adhesion de Candida a los
queratinocitos predispone a los pacientes geriatricos al desarrollo de

Candidisis en boca. 2% 2%

El tabaco crea condiciones favorecedoras a la invasion y multiplicacion
de Candida sp. En cavidad bucal altera el pH de la saliva, reduce su
potencial de oxido-reduccion, la concentracion de IgA, la funcién de los
polimorfonucleares, y aumenta la queratinizacion epitelial. ?*® Sin embargo
se plantean controversias en cuanto a la relacion entre tabaco y colonizacion

por Candida. (%69 261

Todos estos factores causan un desequilibrio ecoldgico,
estableciendose una oportunidad para que las especies comensales de

Candida desarrollen una relacién parasitaria, dando inicio a una Candidiasis.

(262)

66



La virulencia de Candida se debe a factores como las adhesinas, la
conversion morfogenética del microorganismo de la fase levaduriforme a la
fase filamentosa, la secrecién de enzimas como proteasas y fosfolipasas y la

inmodulacion de los mecanismos de defensa del hospedero. %63 264

Se ha determinado que una alta actividad de fosfoslipasas y
pruduccion de tubos germinales son necesarias para la colonizacién e

infeccion de la cavidad bucal por C.albicans. %

Los factores de virulencia parecen estar controlados genéticamente,
entre los genes conocidos para C.albicans se han descrito el gen de la
hexosaminidasa (HEX1), varios genes de proteinasas asparticas (SAP1-9) y
un gen que le confiere la capacidad de producir tubos germinales y aumentar
la adhesion (INT1), estos genes se expresan en niumero determinado y en un

momento especifico. ?¢5 267.268)

La adherencia es un pre-requisito para la colonizacion, y un paso
fundamental para el establecimiento de la infeccién *, supone la presencia
de receptores especificos en la célula hospedera y antigenos localizados en

la pared celular del hongo ©7©
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Las interacciones fisicas de Candida sp con el hospedero son a nivel
de la superficie celular, y los constituyentes proteicos de la pared celular de
esta levadura involucrados en la unién se han designado con el nhombre de

adhesinas.

Las adhesinas son unas manoproteinas de superficie que se unen a
receptores que contienen carbohidratos, y es a través de ellas que se

produce el reconocimiento de las celulas epiteliales. ¢7* 272

El componente reconocido en el hospedero por el microorganismo se

conoce como ligando o receptor. (271, 273)

C.albicans se adhiere a células epiteliales, células endoteliales,
factores solubles, componentes de la matriz extracelular; como fibronectina,
laminina, colageno y materiales inertes implantados en el cuerpo del

hospedero. ¢V

La interaccibn de estas adhesinas con el hospedero tiene
implicaciones directas para la patogénesis, ya que pueden modular (activar o

inhibir) la respuesta inmune. ¢"4 27°)
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Las adhesinas reconocidas como responsables de la adherencia a los
tejidos del hospedero son una molécula homoéloga de la integrina humana
CR3, que se une con los grupos arginina-glicina-acidoaspartico (RGD) de
iC3b, fibrinogeno, fibronectina y laminita. Una proteina con actividad de
lectina que se une con los azlcares de las células epiteliales, reconoce
residuos de carbohidratos asociados a la membrana plasmatica de las
células del hospedero. Dos proteinas han sido descritas; las que reconocen
residuos de fucosa y las que reconocen la N-acetilglucosamina en células
epiteliales. También se han descrito interacciones no definidas, que
involucran la enzima aspartil proteinasa o el factor 6, se desconoce el

receptor en la célula epitelial del hospedero. 7% 273274

Los mananos y las manoproteinas de la pared celular desarrollan una
potente actividad inmunomoduladora, capaz de modificar las respuestas del
sistema inmune. (Células asesinas naturales, fagocitos, inmunidad mediada

por células y los mecanismos humorales). 449

La adhesion implica la union de las levaduras a la superficie epitelial.
C.albicans es la especie que mejor se adhiere a las células epiteliales
bucales. Les siguen C.tropicalis y C.parapsilosis. Las especies C.krusei y

C.guilliermondii, muestran muy poca capacidad de adhesion. ¢’
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Son muchos los factores que pueden modificar la adherencia, tales
como la variacién del pH y la temperatura, la presencia de sustancias con

accién antimicrobiana, la existencia de otros microorganismos, y la dieta. ¢’"

278)

La invasion de los espacios intercelulares por especies de Candida va
a depender de la produccion de tubos germinales que se transforman en
largas hifas que permiten penetrar e invadir el espacio celular, asi como de la

produccion de enzimas hidroliticas (proteasas &cidas o fosfolipasas). ¢’

Candida sp secreta una aspartilproteinasa, que participa en la

invasion tisular al degradar las proteinas de la matriz extracelular.

Una vez en el tejido, el cambio morfolégico dificulta la fagocitosis y la
reactividad con la IgA, la habilidad de cambiar entre diferentes fenotipos
celulares representa un mecanismo de evasion a las defensas del

hospedero. ?&)

Candida sp tiene la capacidad de producir acidos carboxilicos en
presencia de carbohidratos, estos producen un pH acido del medio que

favorece la adhesion, la secrecion y actividad de las enzimas hidroliticas. 8V
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El proceso de invasién es seguido por una respuesta inflamatoria
aguda caracterizada por el predominio de neutrdéfilos y la presencia de IgG,

lgA, IgM, factores de complemento, linfocitos T y macréfagos. #%?

C.albicans es considerada la especie mas virulenta por ser altamente
productora de enzimas hidroliticas, como fosfolipasa, lipasa,
fosfomoesterasa, hexosaminidasa y diferentes tipos de proteinasas. Las
proteinasas y enzimas fosfolipasas son producidas principalmente por

C.albicans. “%

Se ha comprobado experimentalmente que C.albicans posee un tipo
de crecimiento guiado por contacto que se denomina trigmotropismo, con
esta propiedad el hongo puede evaluar la topografia de la superficie donde
se encuentra y descubrir discontinuidades entre las células que le permitan

penetrar en los tejidos. *4°)

Microorganismos levaduriformes han sido aislados en alta proporcion
en casos de Leucoplasia. ¢ 2YAlgunos autores sefialan la infeccién de las
membranas mucosas por Candida sp como la causa del desarrollo de
lesiones Leucoplasicas ), en oposicién a este planteamiento otros autores
resaltan el papel que como invasores secundarios cumplen las especies de

Candida en el desarrollo de estas lesiones. %8 287
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De cualquier modo Candida ha demostrado un alto potencial de
adaptacion y de desarrollo en las lesiones de Leucoplasia y Liquen Plano en

la cavidad bucal. ?®

Se ha reportado que Candida sp puede causar cambios displasicos
en la mucosa bucal, mediante la produccion de nitrosaminas enddgenas, a
partir del nitrito sodico de la saliva y ciertas aminas presentes en los
alimentos. En animales se ha visto que las nitrosaminas producidas por

Candida son capaces de inducir carcinomas bucales. (3¢ 289290

El informe sobre Leucoplasia de la OMS (1978) establece que aun es
incierta la relacion entre la infeccion por Candida, la displasia epitelial y el

riesgo de una futura malignidad. @

Actualmente las lesiones de la mucosa bucal con apariencia clinica de
Leucoplasias y que presentan positividad a la presencia de Candida han
sido definidas y clasificadas como “Leucoplasia Candidiasica” o “Candidiasis

Cronica Hiperplasica”
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II. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

Identificar especies del género Candida aisladas en lesiones
Leucoplasicas de la cavidad bucal a través de estudios histopatolégicos y
micoldgicos, en un grupo de pacientes que acuden al Servicio de Clinica

Estomatoldgica de la Facultad de Odontologia de la U.C.V.

Objetivos Especificos

1. Determinar la prevalencia de las lesiones leucoplasicas estudiadas de
acuerdo a género, edad, etiologia, formas clinicas, localizacion en cavidad

bucal y resultados histopatolégicos.

2. Cuantificar e identificar especies de Candida en enjuagues bucales de

pacientes con Leucoplasia y grupo control.

3. Aislar e identificar especies del Género Candida a partir de muestras

obtenidas por raspado de la superficie de Leucoplasias.
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. Serotipificar cepas de C.albicans aisladas a partir de muestras clinicas

obtenidas por raspado de la lesion.

Evidenciar la presencia de Candida sp por estudio histoquimico utilizando

la tincion con acido per-yodico de Shiff (PAS) y tincién de Groccot.

Reconocer asociacion entre la presencia de estructuras fungicas y los

resultados histopatoldgicos de las lesiones leucoplasicas.
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lll. MATERIALES Y METODOS

EQUIPOS DE LABORATORIO

Nevera.

Centrifuga.

Estufa a 37°C.
Autoclave.

Mechero de Bunsen.

Microscopio de luz.

MATERIALES DE LABORATORIO

Placas de Petri.

Tubos de ensayo con tapa de baquelita.
Tubos de ensayo con tapa de goma.
Gradillas de metal.

Varillas de vidrio.

Vortex.

Micropipetas de precision.

Puntas de Micropipetas.
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Asa de Platino.

Agujas de inoculacion.
Laminas portaobjetos.
Laminillas cubreobjeto.
Agar Desxtrosa Sabouraud.
Agar Bilis.

Suero humanao.

Tween 80.

Azul de Metileno.

MATERIAL BIOLOGICO

Biopsias de pacientes con diagnoéstico de Leucoplasia en cavidad
bucal provenientes del Servicio de Clinica Estomatoldgica de la Facultad de

Odontologia U.C.V.

Biopsias de la mucosa bucal de individuos sanos, no fumadores,

tomadas en Servicio de Cirugia de la Facultad de Odontologia U.C.V.
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MEDIOS DE CULTIVO

Agar Dextrosa Sabouraud.

Es un medio diferencial, recomendado para el cultivo y crecimiento de
hongos. Para que se produzca el crecimiento selectivo de hongos sobre

bacterias en las muestras a analizar se afiade Cloranfenicol, 0,5 g por litro.

Composicion por litro.

Digestivo pancreatico de caseina.... 5 g.
Peptona de tejido digestivo.... 5 g.
Dextrosa.... 40 g.

Agar.... 15 g.

Ph 5.6 +/- 0,2 a 25 °C.

La peptona y el digestivo pancreético son las bases nutrientes del
medio. Estan suplementadas con la dextrosa, que le confiere un mejor

crecimiento de los hongos.
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Preparacion.

Se disolvieron 65 g de Agar en 1 litro de agua destilada, calentando y
agitando hasta disolver por completo. EI matraz se cerr6 con una doble capa

de papel aluminio.

Se esterilizd en autoclave el matraz con la suspension (para verter en
las placas de petri) durante 15 min a 115°C y 15 libras (6 1 atmdsfera) de
presién. En los tubos se dosificé la preparacion y se cerrd, se llevo al
autoclave a 115°C por 15 min y 1 atmésfera de presion.

Se enfrio el contenido del matraz.

Se dosificé en placas de petri, a un volumen de 20 ml.

Los tubos una vez sacados del autoclave se dejaron solidificar,

inclinandolos y dejando el medio interior en forma de pico de flauta.

El medio preparado en placa tiene una duracién de 2 meses y medio a
una temperatura de 4-8 °C. Los tubos y frascos tienen una caducidad de 6

meses conservados a 4-8 °C.
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Agar Harina de Maiz.

Es un medio recomendado para favorecer la formacion de

clamidosporas por parte de C.albicans. %%

Composicion por litro.

Extracto de Maiz....2.0
Agar.... 15.0
pH 6.0 +/- 0.2.

Tween 80

Preparacion.

Se suspendieron en un matraz 17g de extracto de maiz en 1 litro de
agua destilada hasta disolver completamente y se estrerilizé en autoclave a

121°C por 15 minutos.

Se agregé Tween 80 (polisorbato) en una concentracion final de
0,02% al agar harina de maiz. Esto con la finalidad de reducir la tension

superficial y favorecer la formacion optima de hifas y blastosporas. %
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La adicion de 0,001 g de azul de metileno a la preparacion de Agar
Harina de maiz proporciona un contraste de fondo para la observacion de las

caracteristicas morfoldgicas de las levaduras. ©°?

Finalmente toda la preparacion se dispenso en placas de petri.

RECURSOS HUMANOS.

Personal Docente del Servicio de Clinica Estomatoldgica de la

Facultad de Odontologia U.C.V

e Personal del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Odontologia U.C.V.

e Personal del Laboratorio Central de Histopatologia Bucal “Dr.

Pedro José Tinoco”

e Personal del Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel.
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IV. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Seleccion de la Muestra

Poblacién: pacientes que acudian al Servicio de Clinica
Estomatolégica “Dra. Magadalena Mata de Henning” de la Facultad de

Odontologia U.C.V.

Se selecionaron 45 pacientes que fueron divididos en dos grupos.

Criterios de Inclusiéon

Grupo A (30 pacientes) que presentaron lesiones en cavidad bucal
gue al examen clinico fueron sugerentes de Leucoplasias. El diagnostico de
Leucoplasia se basé en el criterio sugerido por Axell y cols @ y ajustado a la

mas reciente definicion. ©

Criterios de Exclusion

Se excluyeron de este grupo pacientes que habian recibido
tratamiento con esteroides y farmacos antimicrobianos durante las tres

semanas anteriores a la evaluacion, pacientes con historia de Candidiasis,

81



anemia, diabetes, VIH +, mujeres embarazadas y pacientes con lesiones

clinicamente sugerentes de infeccion por Candida.

Grupo B (15 pacientes) este grupo estuvo conformado por pacientes
sin enfermedad clinicamente detectable de la mucosa bucal; se excluyeron
de este grupo portadores de protesis bucal y/o con alguna enfermedad
sistémica diagnosticada, o que se encontraban bajo terapia antimicrobiana o

esteroidea, y pacientes fumadores.

Anadlisis Clinico

El manejo de cada paciente implicé la utilizacion de una Historia y

realizacion de un examen clinico bucal. (Anexo 1)

1. Entre los elementos a valorar en el Interrogatorio tenemos los

siguientes:

Estado general del paciente, especialmente factores nutricionales.
Edad y sexo.

Consumo de alcohol y tabaco.

Utilizacion de enjuagues bucales.

Uso de Proétesis Dental.
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2. Elementos a valorar del examen clinico.

Tipo clinico de la lesion.

Ubicacion.

Extension.

Posible relacidon con factores etiologicos.
Estado dental.

Presencia o no de Candida.

Se incluyé un Formulario de Consentimiento Informado en la
Investigacion Clinica; basado en la Declaracién de Helsinki de la Asociacion
Medica Mundial. Este formulario fue firmado por cada paciente consintiendo
su participacion en el estudio, una vez se le explicaba el propdsito de la

investigacion, los riesgos, molestias, y beneficios que implicaria. (Anexo 2)

Analisis Microbioldgico

Toma de la muestra para estudio Micologico

Para el estudio micolégico se tomaron dos muestras clinicas con la

finalidad de determinar la presencia de levaduras; aislamiento, identificacion
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de especies de Candida, asi como la identificacibn de serotipos de

C.albicans presentes.

1. Enjuague Bucal Concentrado

Se le pidi6 a cada paciente que realizara un enjuague vigoroso con 10
ml de agua estéril por 1 minuto, pasado el lapso de tiempo se retorno el
enjuague al contenedor. Se colocé la solucién proveniente del enjuague en
un tubo de ensayo con tapa de goma y se centrifugé a 3.000 rpm durante
10 min.; se descart6 el sobrenadante y con una pipeta de precision se tomo
0,1 ml del sedimento, este se sembré en una placa de petri que contenia el
medio de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud con Cloranfenicol y se incub6 en

la estufa a 37°C durante 48 horas en condiciones de aerobiosis.

El crecimiento fue evaluado segun el numero de colonias observadas,
y expresado como unidades de colonias de Candida formadas por ml de

enjuague.

2. Toma de Muestra Clinica por raspado

Se realizé por raspado de la mucosa donde se observo la lesion. La

toma de la muestra se realiz6 con una espatula metélica 7A estéril.
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En el grupo A se tomo de la superficie de la lesién sospechosa de

Leucoplasia.

En el grupo B la muestra se tomé de la superficie del paladar, mucosa

interna de carrillo derecho o izquierdo.

El procedimiento realizado fue el siguiente:

* Una muestra se tomo previo a la realizacion del barrido mecénico de
la zona donde se encontraba la Leucoplasia, por considerar que no todas las
especies de Candida tienen la misma capacidad de adherencia a la

superficie de los tejidos.

* Otra muestra se tomé posterior al aislamiento de la zona y barrido
con solucion fisiolégica para disminuir la presencia de flora contaminante. Se

secO con hisopos estériles.

* Con la parte roma de una espatula 7-A se raspo la superficie de la
mucosa con lesion en los pacientes del Grupo A, y la muestra se sembro en
Agar Dextrosa Sabouraud con Cloranfenicol contenido en tubos de ensayo

con tapa de baquelita. En los pacientes del Grupo B esta muestra se tomo
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de la mucosa del carrillo izquierdo/derecho y paladar duro siguiendo el

mismo procedimiento.

* Las muestras sembradas se llevaron a la estufa a una temperatura
de 35 +/- 2 °C en condiciones de aerobiosis examinandose el crecimiento a

las 24y 48 h.

* Se realizd6 un subcultivo en Agar Dextrosa Sabouraud sin
Cloranfenicol, con la finalidad de purificar las colonias presentes en el cultivo
inicial; para ello se tom6 una pequefia porcion de la colonia con un asa de
platino previamente esterilizada y se sembro en placas de Petri con el medio
indicado anteriormente y se incub6 en la estufa a 37°C por 24-48 horas en

condiciones de aerobiosis.

Procesamiento de las muestras para estudio Micol6gico

Observacion Macroscépica

Las colonias fueron identificadas por observacion directa sobre la

superficie del medio de cultivo, tomando en cuenta: color, forma, y tamaro.
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Observacion Microscopica

Se realizd el examen directo a las colonias obtenidas con la finalidad

de determinar la presencia de levaduras empleando el microscopio de luz.

Para ello, se utilizé el asa de platino esterilizada directamente a la
llama del mechero, para tomar una pequefia porcién de la colonia, la muestra
se colocé sobre una lamina porta-objeto, se adicion6 una gota de tinta Parker
y se cubrié con una lamina cubreobjeto, para observar al microscopio de luz
a un aumento de 40X. Se pudo observar la presencia de blastosporas

redondas, pseudohifas e hifas.

Identificacion de levaduras

Se realizaron tres tipos de pruebas:

1. Produccién de Tubos Germinales (Filamentizacion en suero)

Esta prueba consiste en realizar una suspension de una colonia

procedente de un cultivo en suero humano.
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Se tomd una pequefia porcién de colonia con el asa de platino
previamente esterilizada y se inoculé en 0,5 ml de suero humano. Se incubo

el suero conteniendo el inoculo en la estufa a 37°C por 2 horas.

Pasado este periodo de tiempo se tomd una muestra de la suspension
suero-levadura y se colocé sobre una lamina portaobjeto, se cubrié con una
laminilla crubre-objeto, y se realizo la observacion microscoépica al fresco,

empleando el microcopio de luz con un aumento de 10X y 40X.

2. Produccién de Clamidosporas.

Se sembro con una aguja de inoculacién previamente esterilizada una
parte de la colonia en un medio agar bilis, y se incub6 a 25°C por 72 horas

en condiciones de aerobiosis.

Transcurrido este lapso de tiempo se tomd una muestra del medio
Bilis Agar que contenia el inoculo con un asa de platino previamente
esterilizada, se llevd a una lamina portaobjeto, y se cubrié el inoculo con una

laminilla cubre-objeto.

Se realiz6 la observacion microscépica al fresco utilizando el

microcopio de luz con un aumento de 10X y 40X. C.albicans tiene una
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marcada tendencia a formar estructuras grandes de pared gruesa y
refringente, que al microscopio se observan como estructuras cuyo didmetro
es de 7-8 micras, ubicadas intercaladas y al extremo de las formas

filamentosas.

También se observo la formacion de clamidosporas y pseudohifas
utilizando Agar harina de maiz-Tween 80, realizando la siembra de la porcion
de la colonia con aguja de inoculacién previamente esterilizada sobre la
superficie de la placa conteniendo el medio, realizando cortes paralelos
separados por 1,25 cm en el agar, manteniendo la aguja de inoculacién con
una angulacién de 45°, se coloc6 un cubreobjeto sobre la superficie del agar
cubriendo la porcion de las lineas de inoculacion. Las placas inoculadas
fueron incubadas a temperatura ambiente durante 24-48 horas, luego se
examinaron con el microscopio a través del cubreobjeto para evitar la

contaminacion inadvertida del objetivo en el agar.

3. Sistema APl 20C AUX (Biomeriux)

En los casos donde las pruebas de produccion de tubos germinales
y/o clamidosporas arrojaron resultados negativos, se realizé la identificacion
de especies de Candida utilizando el sistema comercial APl 20C AUX; la

galeria se compone de 20 cupulas que contienen sustratos deshidratados

89



que permiten realizar 19 test de asimilacion. Las cupulas son inoculadas con
un medio semisdlido y las levaduras se reproducen solo si son capaces de
utilizar el sustrato correspondiente. Las lecturas de estas reacciones se hace
por comparacion con un control de crecimiento y la identificacion se obtiene
mediante un catalogo analitico que proporciona una identificacion de 24

especies de Candida después del periodo de incubacion.

Este sistema se compone de:

Galerias API 20C AUX.

Céamaras de incubacion.

Ampollas de medio “C” (C médium).

Medio en suspension.

Preparacion de la galeria.

Se prepararon las camaras de incubacion y se repartieron en cada
camara aproximadamente 5 ml de agua destilada o desmineralizada en el
fondo de los pozos con el fin de crear una atmésfera himeda. La referencia
de la cepa es escrita en cada caso en la lenglueta lateral de la camara

correspondiente.
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Preparacién del inoculo

e Se tomaron 2 ml de Medio en suspension y se preparé una
suspension de levaduras con una turbidez igual al patron N°2 de la
escala de McFarland. Para ello se tom6 una pequefia porcion de la
colonia aislada con una aguja de inoculacién previamente

esterilizada.

e Con una ampolla de Medio C (C Medium) y con la micropipeta se
transfirieron 2 a 4 gotas (100 pl) de la suspension anterior. Se

homogenizo con la pipeta, evitando la formacion de burbujas.

Siembra del Inoculo

e Se llenaron las cupulas con la suspension obtenida en C
Medium, evitando la formacién de burbujas apoyando la punta
de la pipeta en el borde del pozo. Creando un nivel horizontal o

ligeramente convexo.

e Se cerraron las camaras y se incubaron durante 48-72 horas a

una temperatura de 30°C.
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Lectura de la galeria

Después de 48 y 72 horas de incubacion, se evidencio el crecimiento
de levaduras por el grado de turbidez que se comparé con la cupula 0O,
testigo negativo. Una cupula mas turbia que el testigo indica una reaccion

positiva.

En la hoja de resultados los tests estan separados en grupos de tres, y
se indicaron para cada uno un valor de 1,2 y 4. Sumando el interior de cada
grupo los niumeros que corresponden a reacciones positivas, se obtuvieron

siete cifras que constituyen el perfil numérico.

Identificacion

La identificacion se hiz6 en cada caso comparando el perfil numérico
obtenido en la hoja de resultados con la tabla que contiene los distintos
perfiles numéricos para cada especie, empleando para ello el catalogo

analitico API 20C AUX.
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Serotipificacion de Candida albicans.

Las cepas identificadas como C.albicans, aisladas de los cultivos de
las lesiones Leucoplasicas fueron serotipificadas empleando la técnica de
aglutinacion en lamina (metodo de Hasenclever y Mitchel), en el Instituto

Nacional de Higiene “Rafael Rangel’.

Se utilizaron cepas control de C.albicans A 3153 y B 3156, del

Instituto Pasteur de Francia.

Se obtuvieron sueros hiperinmunes de cada serotipo, inoculando
conejos blancos de Nueva Zelanda por via escapular con las cepas
tipificadas de C.albicans. El inoculo empleado fue de 1 x 10° cel/ml de
levaduras, tratadas con formol diluidos al 1%. Los animales fueron

sacrificados a las 3, 6 y 10 semanas después de inoculados.

Los inmunosueros de conejo obtenidos de cada serotipo, fueron
absorbidos cada uno con su antigeno heterélogo de C.albicans segun el

procedimiento descrito por Poulain y col (1983).
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Para la aglutinacion en lamina los aislados identificados de C.albicans
y las cepas tipificadas de cada serotipo, fueron diluidos 1:2 en buffer fosfato

salino pH 7,2.

Las pruebas de aglutinaciéon en lamina para la identificaciéon de los
serotipos se llevaron a cabo colocando una lamina porta-objeto de 20 pl de
suero previamente absorbido y 20 pl de la levadura a estudiar. La muestra
fue agitada por un minuto, y la agitacién fue evaluada a nivel macroscoépico y

microscopico.

Andlisis Histopatoldgico

Toma de la muestra para estudio Histopatolégico e Histoquimico

Se realizaron biopsias incisional o excisional dependiendo del tamafio
de las lesiones patologicas, lesiones pequefias de 1 cm de tamafio fueron
sometidas a biopsia excisional incluyendo margenes sanos de tejido, en
lesiones de mas de 1cm de tamafio que involucraban varias zonas se realizo
biopsia incisional en areas eritematosas, verrucosa e induradas, bajo
anestesia local, con una hoja de bisturi # 15. En el grupo control la muestra
de tejido se tomé de los colgajos levantados para la extraccion de cordales

retenidas. El tejido se fij6 en formol al 10% para su estudio en el Laboratorio

94



de Histopatologia Bucal “Dr Pedro Tinoco” de la Facultad de Odontologia de

laU.C.V.

Procesamiento de la muestra para estudio Histopatoldgico

Las muestras fueron fijadas en formol al 10%, y embebidas en

parafina.

Se realizaron varios cortes, unas secciones fueron tefiidas con
Hematoxilina Eosina; y evaluadas para determinar la presencia en el epitelio

de cambios displasicos.

Se describe a continuacién el procedimiento de Preparacion del tejido

para su posterior coloracion.

1. La muestra de tejido obtenida por la biopsia se introdujo en un
Urolab que contenia formol al 10%, asi se logro la Fijacion del

tejido, interrumpiendo la autolisis y estabilizando su morfologia.

2. Se lavé la muestra para retirar el exceso de fijador, se deshidrato
con alcohol. La deshidratacion progresiva con alcohol al 70-80-90-

96 y 100% tiene por finalidad extraerle totalmente al tejido el agua
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gue pudiera contener. Los tejidos contienen grandes cantidades de
agua, tanto intra como extracelular, que debe ser eliminada y
reemplazada por parafina. Se sumergié posteriormente en Xilol,

sustancia solvente de la parafina que es insoluble en agua.

Se procedio a la Inclusion en Parafina. En un recipiente se coloco
un trozo de parafina y se llevé a la estufa para fundirla. Se saco la
muestra del Xilol y se sumergio en el recipiente con la parafina
fundida, sustituyendo progresivamente al Xilol, durante 3-6 horas.
Luego se procedio a la inclusién definitiva. Se tomé la muestra del
bafio de parafina y se llevé a un recipiente fuera de la estufa y lleno

de parafina fundida. Se hizo solidificar la parafina en una nevera.

Se hicieron cortes de 5-10 micras de espesor utilizando el
Microtomo de deslizamiento. Los cortes se tomaron con un pincel y
se colocaron en un recipiente con agua tibia. En este bafo los
cortes se estiran quedando sin dobleces o pliegues. Luego se
colocaron sobre un porta-objeto untado con una mezcla de
albumina de huevo y glicerina, con la finalidad que los cortes se
adhieran o peguen. Para que la union sea mas fuerte se coloco en

una estufa a 37°C durante 24 horas.
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Coloracién de Hematoxilina y Eosina.

8.

9.

Desparafinacion en Xilol por 3 minutos.

Hidratacion progresiva, empleando alcoholes de 98, 80 y 50

grados. Dos minutos en cada uno.
Agua corriente por 1 minuto.
Hematoxilina Acuosa por 2-3 min.

Se utilizé agua corriente, agua acidulada y agua amoniacal.
Los pasos por agua corriente y agua acidulada son muy
rapidos, en el agua amoniacal se dejo por 2-3 min., después de

lo cual se lavé nuevamente con agua corriente.

Deshidratacion creciente gradual con alcoholes de 50-80 y 98

grados 2 min cada uno.
Eosina alcohdlica por 2 min.
Alcohol de 98° por 2 min., para retirar el exceso de eosina.

Xilol para clarificar durante 5 min.

10.Se realiz6 el montaje de la ldmina con balsamo de Canada,

colocando el cubreobjeto.

11.0Observacion al microscopico.

Este método consta de una fase inicial, en la que se colorean los

nucleos celulares con la hematoxilina, y una fase ulterior de contraste
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citoplasmatico y de los componentes extracelulares con la eosina. Los
ndcleos se observan de color azul o negro, los eritrocitos naranja o rosa, y

las estructuras restantes rosadas o rojo.

Las lesiones fueron histopatolégicamente clasificadas como
Queratosis Benignas; aquellas que presentaron varios grados de queratosis,
hiperparaqueratosis o ortoparaqueratosis, con o sin acantosis y sin displasia

epitelial o atipia celular.

Para la evaluacion y consideracion de displasia epitelial fueron usados
los parametros recomendados por la OMS (1978), que incluyen pérdida de la
polaridad de las células basales, apariencia basaloide de mas de una capa
de células, hiperplasia de la capa de células basales, incremento de la
relaciébn ndcleo-citoplasma, mamelones epiteliales en forma de gotas,
estratificacion epitelial irregular, incremento en el numero de figuras
mitéticas, pleomorfismo celular, hipercromatismo nuclear, nucleolos
agrandados, disminucion de la cohesion celular, queratinizacion celular o de

un grupo de células del estrato espinoso.

Los cambios displasicos fueron clasificados en diferentes grados de

intensidad:
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Displasia leve, con minimas alteraciones displasicas confinadas en el

estrato inferior epitelial, presencia de hasta dos rasgos displasicos.

Displasia moderada, los cambios displasicos ocupan los 2/3 inferiores
del espesor epitelial, hasta la mitad del estrato espinoso, presencia de 2 y 4

rasgos displasicos.

Displasia severa, cuando los cambios ocupaban mas de los 2/3 del

espesor epitelial, pero no ocupaban completamente todo el epitelio.

En los casos de biopsias multiples se consideraron incluidas en la

investigacion las de diagndstico histopatol6gico mas severo.

Procesamiento de la muestra para estudio Histoguimico

(Coloraciones para Hongos)

A otras secciones se les realiz6 tincion especial con acido-periodico de
Shiff y Groccot, se evalud la incidencia de Candida, basandose en la

presencia de hifas o pseudodihifas en la coloracion del tejido.
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Coloracion de PAS (Mc Manus)

1. Se eliminod la parafina de los cortes. Se tifidé en paralelo un corte de
testigo positivo.

2. Se oxidd durante 5 min. con acido periédico al 5% en agua.

3. Se enjuagdb con agua y agua destilada.

4. Se dejé 15 min. en reactivo de Schiff.

5. Se enjuago en tres bafos de solucion fresca de sulfito, dos minutos

cada vez.
6. Se lavo durante 5-10 min. en agua corriente.

7. Se aplicé como colorante de contraste Verde Claro (0,1% en acido
acético al 0,1%) durante 5-20 seg. El color verde claro es

especialmente util cuando se buscan hongos.

8. Se deshidrato, aclaré y monté en Clarita o Permount.

Las estructuras positivas al PAS toman color margenta (rojo purpura).

Los tejidos que permanecen mucho tiempo en formol tienden a

mostrar una reaccion PAS menos intensa.
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Método de Groccot

8.

9.

. Se colocaron las secciones en agua destilada.

Posteriormente en Acido Cromico al 5% durante 1 Hora.
Se lavo cuidadosamente con agua corriente.

Bisulfito sédico al 1% durante 1 min., para extraer cualquier residuo

de acido crémico.
Se lavé con agua corriente 5 min.
Se lavé con agua destilada cuatro veces.

Se dej6 en contacto con la soluciéon de trabajo de metanina a 60°C
durante 1 hora, o hasta que las secciones se tornaron de color
marron-amarillento. Se lavé varias veces con agua destilada.
Cloruro de Oro al 0,1%.

Lavado en agua destilada.

10.Tiosulfato de Sodio al 2% durante 5 min. para extraer la plata no

reducida.

11.Se lavé en agua corriente durante 5 min.

12.Se contrasté con la solucion de trabajo de verde luz durante 30

seg.

13.Se lavé con agua corriente.

14.Se deshidrato, aclaré y monto.
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Los hongos se observan de color negro, la tincion de fondo verde

palido y la mucina gris.
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V.- RESULTADOS

En esta investigacion se consideré una muestra de 45 individuos; 30
de ellos acudian al Servicio de Clinica Estomatologica con diagnoéstico de
Leucoplasia; los 15 restantes quienes conformaron al grupo control asistian
al Postgrado de Cirugia Bucal para la extraccion de cordales, no presentaban

lesion aparente.

En ambos grupos se procedio al aislamiento e identificacion de
levaduras a partir del raspado de las lesiones, mucosa sana, y del enjuague
bucal; ademas de la identificacion por medio de técnicas histoquimicas, que

incluyeron la coloracion con acido per-yodico de Schift y Groccot.

1. DISTRIBUCION DE PACIENTES CON LEUCOPLASIA Y GRUPO

CONTROL SEGUN GENERO.

Como se observa en el Gréafico N° 1 del total de 30 pacientes con
Leucoplasia bucal 60% (18/30) correspondieron al género femenino y 40%
(12/30) al género masculino; en el grupo control se observaron los mismos
porcentajes 60% (9/15) para el género femenino y 40% (6/15) para el

masculino.
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Grafico N° 1
Distribucion de pacientes con Leucoplasiay grupo control segun
género.

18~
|:| GENERO MASCULINO.

16

|:| GENERO FEMENINO.

14

12+

10

NUEMRO DE PACIENTES

GRUPO EN ESTUDIO GRUPO CONTROL

2. DISTRIBUCION DE PACIENTES CON LEUCOPLASIA SEGUN GRUPO

ETAREO.

La edad promedio de los pacientes con Leucoplasia Bucal fue de 57

afos, con un rango de edad entre 22 y 76 afnos.
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En el grafico N° 2 se observa que el grupo etareo donde se
presentaron con mayor frecuencia lesiones leucoplasicas correspondio a la
séptima década de la vida con un 33,33% (10/30), seguido por la quinta 20%

(6/30), sexta 20% (6/30) y octava 16,67% (5/30) décadas de vida.

Mientras que el grupo control estuvo integrado en su mayoria 53,33%
(8/15) por pacientes de la tercera década de vida, 33,33% (5/15) pacientes

con menos de 20 afios y 13,33% (2/15) de la cuarta década de vida.

Grafico N° 2
Distribucion de pacientes con Leucoplasia segun grupo etéareo.

|:| GRUPO EN ESTUDIO.

|:| GRUPO CONTROL.

N° PACIENTES

Menos de 20 afios de 20 a 29 afios de 30 a 39 afios de 40 a 49 afios de 50 a 59 afios de 60 a 69 afios 70 o mas afios

GRUPO ETAREO
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3. DISTRIBUCION DE PACIENTES SEGUN NUMERO DE LESIONES

OBSERVADAS EN CAVIDAD BUCAL.

En el Gréfico N° 3 se observa que en el 88% (26/30) de la poblacion
estudiada se analiz6 una Unica lesidon leucoplasica en cavidad bucal,
mientras que en el 12% (4/30) restante se estudiaron dos lesiones con

localizaciones diferentes, considerandose un total de 34 lesiones.

Gréafico N° 3.

Distribucion de la poblacién segun namero de lesiones
observadas en cavidad bucal.

DOS LESIONES

- \

UNA LESION
88%
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4. DISTRIBUCION DE PACIENTES SEGUN TIPO CLINICO DE

LEUCOPLASIA OBSERVADA EN CAVIDAD BUCAL.

El Gréfico N° 4 revela los tipos de Leucoplasia identificados en el

estudio.

Asi tenemos que la Leucoplasia Homogénea correspondié con un
82,35% (28/34) de los casos, Leucoplasia Heterogénea 14,71% (5/34) y un
caso 2,94% (1/34) de Leucoplasia Verrugosa Proliferativa que fue incluida

por considerarse una presentacion de interés para el estudio.

Gréafico N° 4.

Distribucion de pacientes segun tipo de Leucoplasia observada
en cavidad bucal.

N° DE PACIENTES

HOMOGENEA HETEROGENEA VERRUGOSA
PROLIFERATIVA

TIPO DE LEUCOPLASIA
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Fotografias N° 1y N° 2. Fotografias N° 2y N° 3.

Leucoplasias Homogéneas. Leucoplasias Heterogéneas.

En la Tabla N° | podemos observar que entre los casos de Leucoplasia
Heterogénea, el 60% (3/5) fueron eritroleucoplasias, 20% (1/5) leucoplasia

nodular y 20% (1/5) exofistica.

Tabla N° |
Distribucion de pacientes segun tipo de Leucoplasia.

ESTUDIO
TIPO DE LEUCOPLASIA n %
HOMOGENEA 28 82,35
HETEROGENEA 514,71
VERRUGOSA PROLIFERANTE 1]294

TOTAL DE LESIONES |34 | 100

ESTUDIO
LEUCOPLASIA HETEROGENEA n %
ERITOLEUCOPLASIA 3| 60
NODULAR 1| 20
EXOFISTICA 1| 20
TOTAL | 5 | 100
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N° DE LESIONE!

5. DISTRIBUCION DE LAS LESIONES LEUCOPLASICAS DE ACUERDO

A SU LOCALIZACION EN CAVIDAD BUCAL.

La localizacion de la entidad en estudio correspondié a mucosa de
rebordes alveolares residuales en un 41,17% (14/34), mucosa yugal 20,58%
(7/34), mucosa retromolar 11,76% (4/34), comisura bucal 8,82% (3/34),
mucosa del labio 5,88% (2/34), cara dorsal de lengua 5,88% (2/34) y
tuberosidad maxilar 2,94% (1/34), en el grafico N° 5 se demuestra la

localizacion segun tipo de Leucoplasia.

Grafico N° 5

Distribucion del tipo de Leucoplasia de acuerdo a la localizacién
en cavidad bucal.
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6. DISTRIBUCION DE PACIENTES CON LEUCOPLASIA SEGUN

FACTORES ETIOLOGICOS.

Un 90% (27/30) de los pacientes manifestaron ser fumadores. En el
gréfico N° 6 podemos observar que el uso de cigarrillo fue reportado en un
77% (23/30), tabaco en un 10% (3/30) y el habito de masticar chimé en un

3,33% (1/30) de los pacientes.

La utilizacién de productos derivados del fenol (Listerine®) como Gnico

enjuague bucal empleado por la poblacién en estudio fue de 43,33% (13/30).

Asimismo se observd que eran portadores de dentaduras removibles
un 36,7% (13/30) de los pacientes, 50% (15/30) no utilizaban prétesis a pesar

de requerirlas y 6,66% (2/30) no las requerian por ser pacientes dentados.

Grafico N° 6
Distribucion de pacientes con Leucoplasia segun factores
etiologicos
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7. DISTRIBUCION DE LOS CAMBIOS HISTOPATOLOGICOS
EPITELIALES OBSERVADOS EN LAS LESIONES LEUCOPLASICAS

ESTUDIADAS.

En el estudio histopatolégico de las lesiones leucoplésicas se
reportaron diferentes caracteristicas microscopicas. Sin embargo la mayoria
de las Leucoplasias fueron una combinacion variable entre
Hiperortoqueratosis 73,52% (25/34), Hiperparaqueratosis 24,47% (9/34) y
Acantosis 100% (34/34). En el Gréafico N° 7a se describen estos cambios de

acuerdo al tipo de Leucoplasia.

Se presentaron tres casos con cambios coilociticos, uno correspondio
a Leucoplasia Homogénea 2,94% (1/28), y dos a Leucoplasias Heterogéneas

5,88% (2/5).

No se encontraron cambios displasicos epiteliales en el 58,82%
(20/34) de las lesiones; mientras que 32,35% (11/34) mostraron Displasia
Leve y 8,82% (3/34) Displasia Moderada, de las cuales 85,71% (12/14)
fueron Leucoplasias Homogéneas, 7,14% (1/14) Leucoplasias Heterogéneas

y LVP 7,14% (1/14).
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N° DE LESIONE!

No se reporto Displasia severa, carcinoma in situ 0 carcinoma invasor

en ningun caso.

30

Gréafico N° 7a

Distribucion de los cambios histopatologicos epiteliales
observados en las lesiones leucoplasicas estudiadas.
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En cuanto a las muestras del grupo control como se observa en el

grafico N° 7b se evidenciaron los siguientes hallazgos: Hiperparaqueratosis

93,33% (14/15), Hiperortoqueratosis 6,67% (1/15), Acantosis 100% (15/15),

cambios coilociticos 13,33% (2/15), y sialoadenitis cronica 20% (3/15).
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Grafico N° 7b

Distribucion de los cambios histopatoldgicos epiteliales
observados en las muestras del grupo control.
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CAMBIOS HISTOPATOLOGICOS

8. AISLAMIENTOS DE LEVADURAS A PARTIR DE MUESTRAS

OBTENIDAS POR ENJUAGUE BUCAL.

Como se demuestra en el grafico N° 8, se aislaron levaduras en 60%
(18/30) del total de muestras provenientes del enjuague bucal concentrado
en los pacientes con Leucoplasia; y un 26,66% (4/15) de los pacientes del

grupo control.
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Grafico N° 8
Aislamientos de levaduras a partir de muestras obtenidas por
enjuague bucal.
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No se observd crecimiento levaduriforme de las muestras
provenientes del 40% (12/30) del grupo en estudio, y del 73,33% (11/15) de

las muestras del grupo control.
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9. CUANTIFICACION (UFC/ml) DE LEVADURAS EN MUESTRAS
OBTENIDAS POR ENJUAGUE BUCAL DE PACIENTES CON

LEUCOPLASIA'YY GRUPO CONTROL.

En el Gréfico N° 9 y Tabla N° Il se presenta el tipo de crecimiento
observado en base al niumero de colonias formadas (UFC) por ml de saliva

en pacientes con Leucoplasia y del grupo control.

Un crecimiento moderado se observé en un 44,44 % (8/18) de los
pacientes con Leucoplasia, y en igualdad de frecuencia se aprecio el

crecimiento abundante.

Sélo un 5,55% (2/18) de los pacientes presentaron crecimiento escaso

y muy escaso respectivamente.

Con el uso del enjuague bucal, solo el 26,66% (4/15) de los pacientes
del grupo control presentaron resultados positivos al crecimiento de
levaduras, distinguiéndose un crecimiento muy escaso, escaso, moderado y

abundante para cada uno de los casos (25%).
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Grafico N° 9
Cuantificacion de levaduras en muestras por enjuague bucal.
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Tabla N° I
Cuantificacién de levaduras en muestras por enjuague bucal.

ESTUDIO MICROBIOLOGICO LEUCOPLASIA MUCOSA SANA
ENJUAGUE n % n %
CRECIMIENTO MUY ESCASO 1 5,55 1 25
CRECIMIENTO ESCASO 1 5,55 1 25
CRECIMIENTO MODERADO 8 44,44 1 25
CRECIMIENTO ABUNDANTE 8 44,44 1 25
CRECIMIENTO MUY ABUNDANTE
TOTAL| 18 100 | 4| 100
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10.FRECUENCIA DE ESPECIES AISLADAS A PARTIR DEL ENJUAGUE

BUCAL.

Del estudio de los 18 enjuagues bucales que resultaron positivos, se
evidencié el crecimiento de una Unica especie de levaduras en el 89%
(16/18), mientras que en el 11% (2/18) restante se aislaron tres especies

diferentes.

Como se observa en el grafico N° 10 C. albicans fue la especie mas
identificada con un 40% (12/18), seguida por C. parapsilosis 10% (3/18) y C.

guilliermondii 6,67% (2/18).

Con una frecuencia similar de 3,33% se pudo identificar a C.

pseudotropicalis, C .tropicalis, C. lusitaniae, C. lipolytica y Rh. glutinis.
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Gréafico N° 10

Frecuencia de especies aisladas a partir de enjuague oral en
pacientes con Leucoplasia.

N° AISLAMIENTOS

ESPECIES

En los pacientes del grupo control C. albicans fue la especie
identificada en los cultivos positivos (4/15), una coexistencia de

C.guilliermondii y Rh.glutinis se observé en un solo caso.
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11.RELACION ENTRE HABITO TABAQUICO Y USO DE PROTESIS,

CON LA PRESENCIA DE LEVADURAS EN CAVIDAD BUCAL.

En la Tabla Ill se observa que en 69,23% (9/13) de los pacientes en
estudio portadores de protesis dental se aislaron formas levaduriformes a
partir de muestras de enjuague bucal concentrado, asi como en 53,33%
(8/15) de los pacientes no portadores de dentaduras y 50% (1/2) de los

pacientes dentados.

Un 5556% (15/30) de los pacientes fumadores presentaron
aislamientos positivos para levaduras; y el 100% (3/3) de los pacientes sin

hébito tabaquico mostraron crecimiento microbiano en su evaluacion.

Tabla N° 111

Relacion entre habito tabaquico y uso de proétesis, con la
presencia de levaduras en cavidad bucal.

PACIENTES ENJUAGUE POSITIVO
USO DE PROTESIS n % n %
Sl 13 43,3 9 69,23
NO 15 50 8 53,33
NO REQUIERE 2 6,7 1 50,00
TOTALES 30 100 18
HABITO
FUMA 27 90 15 55,55
NO FUMA 3 10 3 100,00
TOTALES 30 100 18
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12. AISLAMIENTOS DE LEVADURAS OBTENIDOS POR RASPADO DE

LEUCOPLASIAS Y MUCOSA SANA.

Como se puede ver en el Gréfico N° 11 a través del raspado de la
superficie de las lesiones se aislaron levaduras en un 26,47% (9/34) de las
muestras, mientras que en el grupo control se logro un solo aislamiento 6,6%

(1/15).

Gréafico N° 11

Aislamientos de levaduras obtenidas por raspado de
Leucoplasias y Mucosa sana.

26,47%

|:| GRUPO EN ESTUDIO.

|:| GRUPO CONTROL.

N° PACIENTES

AISLAMIENTOS POR RASPADO
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13.DISTRIBUCION DE LOS AISALMIENTOS OBTENIDOS POR

RASPADO SEGUN EL TIPO DE LEUCOPLASIA.

En la Tabla N° IV se observa que en el tipo de Leucoplasia
homogéneo se evidencié el mayor nimero de casos en los que el cultivo fue
positivo para Candida, detectdndose levaduras en un 21,42% (6/28) de los
casos, mientras que en el tipo heterogéneo la presencia del hongo se pudo

evidenciar en 40% (2/5) de los casos.

Tabla N° IV

Distribucion de los aislamientos obtenidos por raspado segun el
tipo de Leucoplasia.

TIPO DE LEUCOPLASIA (n 34)

HOMOGENEA HETEROGENEA LVP TOTAL
AISLAMIENTOS n % n % n % n %
POSITIVOS 6 21,42 40 1 100 9 26,47

2
NEGATIVOS 22 | 7857 |3 60 25 [7352
TOTAL 28 100 5 100 [1] 100 | 34 | 100

14.ESPECIES DE LEVADURAS AISLADAS POR RASPADO DE

LESIONES LEUCOPLASICAS Y MUCOSA SANA.

Como se observa en el Grafico N° 12 C. albicans fue la especie mas

identificada 66,66% (6/9) a partir de los aislamientos del grupo de estudio,
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también se identificé C. guilliermondii, C.parapsilosis y Rodothorula glutinis

con una frecuencia similar 6,66% (1/9).

Mientras que en el grupo control la Unica especie aislada por raspado

de la mucosa fue C.albicans 6,66 % (1/15).

Grafico N° 12

Especies de levaduras aisladas por raspado de lesiones
Leucoplésicas y mucosa sana.

IS

N° DE AISLAMIENTOS

C.albicans C.parapsilosis C.guilliermondii Rodothorula glutinis
ESPECIES
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15.SEROTIPOS DE C. albicans IDENTIFICADOS A PARTIR DEL

RASPADO DE LESIONES LEUCOPLASICAS.

La seraotipificacion de los 6 aislamientos de C.albicans correspondi6 en

un 100% (6/6) al Serotipo A.

Tabla N°V
Serotipos de C. albicans identificados segun tipo de Leucoplasia.

TIPO DE LEUCOPLASIA

HOMOGENEA HETEROGENEA VERRUGOSA PROL

SEROTIPO A 4/6 (66.66%) 2/6(33.33%)

SEROTIPO B

16.DISTRIBUCION DE LEUCOPLASIAS CON PRESENCIA DE
LEVADURAS EMPLEANDO TECNICA DE COLORACION DE PAS Y

GROCCOT.

Las estructuras caracteristicas de las formas fangicas, tales como
pseudohifas y/o hifas fueron observadas en las capas superficiales del

epitelio entre los diferentes tipos de Leucoplasia con frecuencia variable y
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con una similitud muy marcada entre las dos técnicas de coloracion

utilizadas.

Del total de 34 Leucoplasias estudiadas histoquimicamente, como se
expresa en el Grafico N° 13, el 47,06% (16/34) de las lesiones fueron
positivas a la presencia de levaduras en el epitelio empleando la técnica de

coloracion de PAS y 50% (17/34) al utilizar Groccot.

Fotografias N° 5y N° 6.
Coloracion de PAS positiva.

Fotografias N° 7 y N° 8.
Coloracion de Groccot positiva.
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En las muestras del grupo control solo un 26,66% (4/15) y 20% (3/15)

fueron positivas a la presencia de hifas empleando PAS y Groccot

respectivamente.

Gréafico N° 13

Distribucion de Leucoplasias con presencia de levaduras
empleando técnicas de coloracion, comparacion con el grupo control.
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GRUPO DE ESTUDIO
IDENTIFICACION TISULAR DE ESTRUCTURAS FUNGICAS

[0 PAS

[0 GROCCOT

26,66%

20%

GRUPO CONTROL

Para el analisis estadistico utilizamos el test de comparacion de

Kruskal Wallis, lo que demostré una significancia importante entre ambas

variables con un (p<0.090)
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17.DISTRIBUCION DE LEUCOPLASIAS PAS Y GROCCOT POSITIVAS

DE ACUERDO AL TIPO DE LESION.

Cuando se revisaron los datos obtenidos por tipo de lesibn como se
demuestra en la Tabla N° VI, la presencia de levaduras en las 28 muestras
de Leucoplasia homogénea fue de 42,85% (12/28) con el uso de PAS y

46,42% (13/28) con Groccot.

En los casos de Leucoplasia heterogénea fue de 60% (3/5) con el uso

de ambas coloraciones.

Por ultimo, el caso de Leucoplasia Verrugosa Proliferativa mostro

presencia de estructuras fungicas empleando también ambas tinciones.

Tabla N° VI

Distribucion de Leucoplasias PAS y Groccot positivas de acuerdo
al tipo clinico de lesién.

TIPO DE LEUCOPLASIA (n 34)
MUCOSA
HOMOGENEA (28) | HETEROGENEA(5) LVP (1) TOTAL (34) | sANA
COLORACION n % n % n % n % n %
PAS 12 42,85 3 60 1 100 16 |47,05| 4 |26.6
GROCCOT 13 46,42 3 60 1 100 17 50 3| 20
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18.DISTRIBUCION DE LOS ESTRATOS TISULARES INVADIDOS POR

LEVADURAS.

Como lo demuestran el grafico N° 14a y N° 14b, la invasion tisular por
levaduras se observo en mayor proporcion en el estrato corneo del epitelio,
reportdndose en un 62,5% (10/16) de los casos empleando la técnica de

coloracion de PAS y un 47,05% (8/17) utilizando Groccot.

También se identificé la invasion simultanea del estrato cérneo y
granular en 18,75% (3/16) Leucoplasias empleando PAS, y 35,39% (6/17)

de las muestras utilizando Groccot.

Fotografias N° 9 y 10.

Invasion del estrato corneo y granuloso empleando coloracion de PAS.

Fotografia N° 11.
Invasion del estrato corneo empleando coloracién de Groccot.
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NUMERO DE LESIONES

NUMERO DE LESIONES

10

Gréafico N° 14a

Distribucion de los estratos titulares invadidos por levaduras

empleando coloracién de PAS.

[[] MUCOSA SANA

[] LEUCOPLASIA

CAPA CORNEA ESTRATO GRANULOSO CAPACORNEA + ESTRATO AREA FOCAL
GRANULOSO

ESTRATOS TISULARES

Grafico N° 14b

Distribucion de los estratos tisulares invadidos por levaduras

empleando coloracién de GROCCOT.

[] MUCOSA SANA

[] LEUCOPLASIA

CAPA CORNEA ESTRATO GRANULOSO CAPACORNEA + ESTRATO AREA FOCAL
GRANULOSO

ESTRATOS TISULARES

128



19. DISTRIBUCION DE LEUCOPLASIAS PAS Y GROCCOT POSITIVAS

DE ACUERDO A SU LOCALIZACION EN CAVIDAD BUCAL.

En el grafico N° 15 se observa que las lesiones leucoplasicas en las
gue se identificaron estructuras fangicas presentaron como localizaciones
principales la mucosa de los rebordes residuales y mucosa yugal para las

dos técnicas de coloraciones.

Lo que representa segun la Tabla N° VII el 31,25% (5/16) de la

muestras positivas a PAS y el 29,41% (5/17) a Groccot.

Seguida por la mucosa retromolar 12,50% (2/16) utilizando PAS y

Lengua 11,76% (2/17) empleando Groccot.

Otras localizaciones menos frecuentes fueron comisura, mucosa del
labio, tuberosidad maxilar y paladar, localizaciones que representaron el
6,25% (1/16) de las muestras positivas con PAS y el 5,88% (1/17) con

Groccot.
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Gréafico N° 15

Distribucion de Leucoplasias PAS y Groccot positivas de acuerdo
a su localizacion en cavidad bucal.
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Tabla N° VII

Distribucion de Leucoplasias PAS y Groccot positivas de acuerdo
a su localizacién en cavidad bucal.

|
PAS GROCCOT
LOCALIZACION n % n %

MUCOSA REBORDE ALV 5 31,25 5 29,41
MUCOSA YUGAL 5 31,25 5 29,41
COMISURA 1 6,25 1 5,88
MUCOSA LABIO 1 6,25 1 5,88
MUCOSA RETROMOLAR 2 12,50 1 5,88
LENGUA 2 11,76
TUBEROSIDAD MAX. 1 6,25 1 5,88
PALADAR 1 6,25 1 5,88
TOTAL DE LESIONES 16 100,00 17 | 100,00
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20.RELACION ENTRE LA PRESENCIA TISULAR DE ESTRUCTURAS
FUNGICAS Y LOS RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS DE LAS

LESIONES LEUCOPLASICAS.

El 58,82% (20/34) del total de Leucoplasias en estudio resulto ser una
combinacion variable de hiperqueratosis y acantosis, solo un 41,17% (14/34)

reporto displasia epitelial.

Como se observa en el grafico N° 16 y la tabla N° VIII, del total de
lesiones PAS positivas un 56,25% (9/16) fueron lesiones con reportes
histolégicos de hiperqueratosis y acantosis, mientras que un 43,75% (7/16)
demostraron correlacion entre cambios displasicos e invasion del tejido por

levaduras.

Con la técnica de coloracion de Groccot un 58,82% (10/17) de las
muestras presentaron cambios epiteliales benignos, mientras que un 45,29%

(7/17) reportd cambios displasicos.
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NUMERO DE LESIONES

Gréafico N° 16

Relacion entre la presencia tisular de estructuras fungicas y los
resultados histopatologicos de las lesiones leucoplasicas.

D MUESTRAS PAS POSITIVAS

10 [] MUESTRAS GROCCOT POSITIVAS

HIPERQUERATOSIS/ACANTOSIS DISPLASIA EPITELIAL

RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS
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Tabla N° VIII

Relacion entre la presencia tisular de estructuras fungicas y los
resultados histopatolégicos de las lesiones leucoplésicas.

RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS

HIPERQUERATOSIS-ACANTOSIS DISPLASIA EPITELIAL TOTALES
COLORACIONES n % n % n %
PAS 9 56,25 7 43,75 16 47,05
GROCCOT 10 58,82 7 45,29 17 50,00

Se aplico un test de comparacion de muestras no parametricas de

Kruskal Wallis

no obteniendo una diferencia importante entre las dos

variables estudiadas con una (p<0.01). Son muestras homogeneas que no

determinan diferencias significativas o importantes. Lo que refiere que la

presencia tisular de levaduras en lesiones leucoplasicas es independiente de

los cambios epiteliales presentes.

21. CORRELACION DE LOS AISLAMIENTOS DE LEVADURAS EN

LEUCOPLASIAS OBTENIDOS POR ESTUDIO MICOLOGICO E

HISTOPATOLOGICO.

Como se evidencia en la tabla N° IX se lograron 60% (18/30) de

aislamientos de

levaduras a partir de muestras de enjuague bucal

concentrado realizado a los pacientes con Leucoplasia.
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En solo un 26,47% (9/34) de los raspados efectuados a la superficie

de las lesiones se pudo observar crecimientos levaduriformes.

Un 47,05% (16/34) y 50% (17/34) de las muestras de Leucoplasia
fueron positivas a la observacion tisular de estructuras fungicas empleando

las técnicas de coloracion PAS y Groccot respectivamente.

Tabla N° IX

Correlacién de los aislamientos de levaduras por estudio
micoldgico e histopatoldgico.

ESTUDIO MICROBIOLOGICO ESTUDIO HISTOQUIMICO

ENJUAGUE (n=30) | RASPADO(n=34) PAS(n=34) GROCCOT(n=34)
ESTUDIO TOTAL| N % n % n % n %
LUECOPLASIA| 34 18 60.00 9 26,47 16 47,05 17 50.00
MUCOSA SANA 15 4 26,66 1 6,66 4 26,66 3 20.00

Se aplico un test de fisher con una (p<0,05) para muestras no
paramétricas en donde se demuestra la significancia estadistica entre el
método de enjuague y raspado, también se aplicé un test de de fisher
dando asi una diferencia estadisticamente significativa entre el estudio

micolégico y la técnica histolégica con una (p<0,09).
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VI.- DISCUSION

Leucoplasia es un término clinico que se utiliza para describir toda
placa blanquecina que se observa en cavidad bucal o incluso en otras
mucosas, como vulva, cuello uterino, vejiga urinaria, pelvis renal y vias
respiratorias superiores, y no puede ser identificada como ninguna otra
entidad, como Liquen plano reticular o tipo placa, Nevus Blanco Esponjoso,
Lupus Discoide Eritematoso, Lesiones friccionales, Leucoplasia Vellosa, o

Leucoedema. ¥ 349

Este término no posee connotacién histopatoldgica, se han reportado
una variedad de caracteristicas histolégicas que alternan desde cambios
leves en el epitelio hasta cambios displasicos, razén por la cual siempre debe

ser indicado el estudio microscépico de una muestra de lesién. &7

El principal agente etiolégico es el habito de fumar, ademas se han
incluido la ingesta de alcohol, el uso de pastas dentales y enjuagues bucales
en cuya composicion hay sanguinarina; algunas deficiencias vitaminicas, y
en los ultimos afos ha sido posible detectar a través de técnicas de Biologia

Molecular la presencia del Virus Papiloma Humano en estas lesiones. 4%
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Varios estudios han evaluado la infeccion crénica de lesiones
leucoplasicas por especies de Candida (8% 286 287. 299) y; 56 ha sugerido su

presencia en el tejido como potencial indicador de transformacion maligna.

(112)

En el presente trabajo se utilizaron técnicas micolégicas e
histoquimicas para evidenciar la presencia e infeccion por Candida de
lesiones leucoplasicas, correlacionando su identificacion con lesiones de alto

potencial maligno.

La poblacién en estudio en relacién con la presencia de lesiones
leucoplasicas mostro las siguientes caracteristicas: el género femenino (60%)
presento mayor incidencia de Leucoplasia bucal en comparacion con el

masculino (40%).

Anteriormente la incidencia de esta lesibn se relacionaba en alto
porcentaje con el género masculino * 2% 29:2%) gjn embargo a nivel mundial
esta correlacion ha ido disminuyendo, en Suecia la proporcion hombre/mujer

varié de 5:1 en 1976 ®®"a 2 5:1 en 1990. ?%®)
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Actualmente la incidencia de Leucoplasia en mujeres ha ido

incrementandose (3448299

, especificamente si hacemos referencia en
nuestro pais, donde estudios realizados por Tinoco y Salazar (1986),
Fonseca y col (1992) y Lugo (2001) reportaron una ocurrencia del 59%, 62%
y 57% respectivamente, concluyendo que en Venezuela la frecuencia de

estas lesiones es mayor en el género femenino 4240

Durante los ultimos afios se ha determinado un incremento del habito
tabaquico en las mujeres lo que pudiera explicar la alta incidencia de
Leucoplasias en este género “”. Ademas de ello las mujeres prestan mayor
atencién al cuidado de la salud bucal, acuden con mayor frecuencia a los
servicios de atencién odontoldgica, siendo posible el diagnéstico de la lesion,

razones que pudieran explicar el alto porcentaje de reportes.

Ha sido sefalado en la literatura un intervalo entre 40-70 afios como el
periodo donde la Leucoplasia se diagnostica mas frecuentemente. En
nuestra muestra el grupo etareo mas afectado fue ubicado en la séptima
década de la vida con un 33,33%, estos valores coinciden con
investigaciones realizadas por Seoane y col (1996); y Bagan y col (1993), en
las cuales se ha encontrado la maxima incidencia de Leucoplasias bucales
en el segmento de edades entre los 60-70 afios (séptima década de vida),

representando el 40% de los casos. #%30D
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Como lo demuestran los resultados obtenidos la Leucoplasia es una
entidad clinica con alta incidencia a aparecer en la edad avanzada, a partir
de la séptima década de vida, en pacientes considerados por la Organizacién
Mundial de la Salud y el Proyecto de ley Orgéanica para la Proteccion de
Personas Mayores en Venezuela como “Adultos Mayores”. La explicacion a
esta situacion pudiera basarse en el hecho de que los pacientes de la tercera
edad presentan generalmente antecedentes de habitos, y factores negativos
como deficiencias vitaminicas propias de alteraciones nutricionales,
acumuladas por muchos afios que actdan sobre un organismo en regresion.
Ademéas en estos pacientes se presentan cambios bucales asociados al
proceso de envejecimiento, como la atrofia del epitelio superficial,
haciéndose la mucosa mas sensible a las influencias externas como irritacion
mecanica, quimica y/o microbiana, siendo altamente susceptible al desarrollo

de procesos crénicos como la Leucoplasia. %% 393

El habito tabaquico también en la poblaciéon juvenil ha inducido la
presencia de estas lesiones a edades muy tempranas ©°Y; en nuestra
poblacion dos casos se presentaron a los 22 y 27 afios, asociadas a

pacientes fumadores desde la adolescencia.

Las lesiones fueron categorizadas en homogéneas y no homogéneas

en base a su apariencia clinica segun la udltima revision hecha por la
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Organizacion Mundial de la Salud en 1994, obteniéndose mayor proporcion
de lesiones homogéneas (82,35%), que heterogéneas (14,71%). Esta
frecuencia coincide con la obtenida por Scheifele y col (2003) en donde de
una muestra de 68 Leucoplasias, la mayor proporcién (86,8%) fueron
homogéneas, mientras que las lesiones de tipo no homogéneas se
reportaron con menor frecuencia (13,2%).%%) Entre las lesiones
heterogéneas encontradas en nuestra investigacion, la eritroleucoplasia fue

el subtipo mas comun (60%).

Se han considerado la mucosa bucal, labio inferior, y lengua como los
asentamientos de preferencia para las Leucoplasias en cavidad bucal. En
nuestro estudio la mayor incidencia se observo a nivel de las mucosas de
rebordes alveolares residuales, coincidiendo con los resultados obtenidos por
Bouquot y Gorlin (1986), Lugo (2001), Onofre y col (1997), estudios en los
que el 75% de las Leucoplasias fueron observadas en esta localizacion. @ 2

%) Otros lugares de ubicacién fueron la mucosa yugal, mucosa retromolar,

comisura bucal, mucosa del labio, lengua, y un solo caso en paladar.

Los casos con diagnostico de Leucoplasia heterogénea se observaron
en mucosa yugal principalmente (40%), también a nivel de comisura, mucosa
de reborde alveolar y paladar (20%). El caso de Leucoplasia Verrugosa

Proliferativa coincidié con lo expuesto por Zakrzewska y col (1996), Batsakis
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y Suarez (1999), y Navarro y col (2004) en relacion con la presencia de esta
lesion en una paciente de edad avanzada y bilateralmente a nivel de la
mucosa bucal. ©*3% 30 Ademas de la mucosa bucal, se reportan a la

lengua y encia como las zonas de mayor riesgo para la aparicion de la lesion.

Al evaluar los factores etioldgicos, el habito de fumar demostré como
en otros estudios realizados ® 3% 3% 319 g influencia directa como el mas
importante factor inductor de Leucoplasias bucales, al ser referido como

hébito en sus diversas formas en un 90% de los pacientes.

Cuando hacemos la asociacion entre el habito de fumar y cambios
displasicos en el tejido, podemos apreciar que los casos de pacientes que no
presentaron este habito tampoco reportaron caracteristicas displasicas en el
tejido en su estudio microscépico, mientras que los casos reportados con
displasia se observaron en pacientes con el habito de fumar y tabaco
especificamente, corroborando lo expuesto por Ali y col (2004) quienes
sefialan que la prevalencia de las lesiones y su severidad histoldgica se

incrementan segun la duracién y frecuencia del habito. '

Los enjuagues bucales asi como también la utilizacion de pastas

dentales y enjuagues que presentan en su composicion sanguinarina son
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considerados como factores etiolégicos. &% 313314 Se ha demostrado que el
alcohol empleado en las preparaciones ya sea como disolvente de otros
ingredientes, como conservante activo o por sus propiedades antisépticas en
un contenido igual o mayor al 25% puede actuar por un mecanismo local

como inductor de lesiones hiperqueratésicas en la mucosa bucal. ¢

En nuestro estudio un 43,33% de la poblacion hizo referencia al uso

de enjuagues bucales derivados del fenol (Listerine®).

Aun cuando diversas investigaciones 6 317. 318)

no han podido
establecer una relacién directa entre el uso de enjuague bucal y el desarrollo
de cancer a partir de la induccion de lesiones queratosicas; Winn (2001)
demostrd que una cuarta parte de los casos de cancer en hombres y la mitad
de los diagnosticados en las mujeres estudiados no eran atribuibles al abuso
del tabaco ni al alcohol, por lo que este autor llego6 a considerar el uso de

enjuagues bucales como un factor de riesgo potencial. ¢

Dos cuartas partes de la poblacion, correspondientes al 15% (2/13) de
los pacientes con habito de enjuague bucal no reportaron habito tabaquico, ni
consumo de alcohol, por lo que hay que considerar la utilizacién de enjuague

bucal como un posible factor etiologico de las lesiones observadas.
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Actualmente existe una tendencia a la comercializacién de productos
qgue contienen cantidades relativamente bajas de alcohol y a la formulacion
de enjuagues sin alcohol para prevenir su posible efecto local, también se
sugiere evitar la utilizacion de preparaciones que contengan sanguinarina en
su composicibn hasta tanto el riesgo de transformacion de lesiones

queratésicas en lesiones malignas sea totalmente confirmado. 2331

En cuanto al uso de aditamentos dentales, 50% de la poblacién no
utilizaba prétesis a pesar de requerirlas, 36,7% eran portadores de
dentaduras removibles y un 6,66% de los pacientes con Leucoplasia eran
dentados, por lo que se pudiera hacer una asociacién estadisticamente
significativa entre la ausencia dental y la Leucoplasia, tal y como lo sefala
Lugo (2001) en su estudio, refiriendo que las Leucoplasias se presentan
mayormente en pacientes parcial y totalmente edéntulos. Esto hace pensar
gue en los pacientes edéntulos totales o parciales, existe una mayor
exposicion de las mucosas a factores externos e internos inductores de

lesion.

En el paciente con diagnéstico clinico de LVP no se encontro
asociacion de la lesion con el habito de fumar, no pudiéndose determinar un
agente causal, en este caso era necesario la evaluacion y asociacion con el

Virus Papiloma Humano.
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Al estudiar las distintas caracteristicas histopatoldégicas de las
Leucoplasias hemos encontrado en consonancia con otros autores & ’®| |a
presencia de hiperqueratosis y acantosis como las mas frecuentes,
observando un patrén de hiperortoqueratosis que en nuestra serie constituyo

un 73,52% de los casos, en oposicion a un 24,47% de hiperparaqueratosis.

Esta tendencia coincide con los estudios de Bagan (1985) y se opone
a los resultados de Seoane (1996) donde se obtuvo un alto porcentaje de
hiperparaqueratosis, y se propuso la significacion estadistica entre este
patrén de queratinizacion alterado y la presencia de displasia en el epitelio de

las Leucoplasias. @ 30V

Sobre la presencia de Displasia Epitelial, solo un 41,17% de las
lesiones en estudio mostraron cambios displasicos entre leves y moderados;

no se encontraron casos con displasia severa o carcinoma in situ.

Aun cuando diversos autores, entre ellos Banéczy y Csiba (1976),
Williams (1990), Bouquot (1991), Speight-Morgan (1993), Schepman y col
(1998) (4 79,104,322, 323) han reportado que la presencia de displasia epitelial
esta correlacionada con las formas heterogéneas de Leucoplasia, hemos

observado como también los casos de lesiones homogéneas pueden exhibir
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caracteristicas displasicas. En nuestro estudio sélo un 7,14% (1/14) de
Leucoplasias heterogéneas reportaron displasia moderada, mientras que un
85,17% (12/14) de las muestras con reportes displasicos fueron lesiones

homogéneas.

Aunque es una condicidn poco comun, en nuestro trabajo las lesiones
con displasia epitelial se presentaron clinicamente como Leucoplasias
homogéneas. Este resultado se apoya en los obtenidos en el 2003 por Jaber
y col, quienes obtuvieron un 50% de displasias epiteliales en Leucoplasias

homogéneas, mientras que 45% se presentaron en lesiones heterogéneas.

(324)

Varios microorganismos se han asociado con Leucoplasias bucales.
Se ha encontrado una alta asociacion de Candida con estas lesiones

premalignas de la cavidad bucal.

Algunos autores definen este grupo de Leucoplasias como “Candida-

Leucoplasia” o “Candidiasis crénica hiperplasica”. ¢

En este estudio se investigo la presencia de levaduras en cavidad

bucal, empleando la técnica de enjuague bucal concentrado, lograndose
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aislar estos microorganismos en el 60% de los casos a partir de las muestras
tomadas al grupo de pacientes con Leucoplasia, y en 22,66% de los casos
del grupo control. Un valor inferior a 31,7% (13/35) de casos positivos de
deteccion de levaduras fue reportado por Liperhide en su estudio de 35

Leucoplasias, y de 24,2% (23/95) en el grupo control.

El porcentaje de aislamientos del grupo control se acerca al de Odds
(1988) quien en una revision encontrd que la prevalencia de levaduras en la

saliva de pacientes “normales” sin ninguna alteracion patolégica fue de 37%.

(227)

Como ha sido sefialado por otros autores #2327 328) |3 presencia de
especies de Candida en cavidad bucal es un hallazgo muy habitual y no
necesariamente su presencia esta asociada con su papel patégeno. Segun
Lynch (1994) las especies de Candida pueden ser identificadas como parte

de la flora comensal en cavidad bucal en un 41% de la poblacién sana. ¢

Al cuantificar el crecimiento de levaduras en base a Unidades
Formadoras de Colonias por mililitros de enjuague (UFC/ml) obtuvimos
crecimientos abundantes y moderados como formas predominantes en el

grupo de estudio, y crecimiento muy escaso, escaso, moderado y abundante
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en los cuatro casos positivos del grupo control. Estas variaciones
especificamente en el grupo de pacientes considerados como sanos
demuestra que la estimacién numérica de la densidad bucal de Candida
posee un valor limitado, coincidiendo con el planteamiento de Ribero y
col (2003) quienes demostraron que personas sanas pueden tolerar altas
concentraciones de Candida sp sin padecer enfermedad, mientras que en
personas debilitadas recuentos mas bajos de estos microorganismos pueden

precipitarla. 2%

Nuestros valores de crecimientos moderados y abundantes en
pacientes con Leucoplasia, coinciden con valores elevados obtenidos en
investigaciones realizadas por Grant y col (2001); McCullough y col (2002),
guienes plantearon que estos recuentos se corresponden con altas

concentraciones del hongo a nivel de membranas alteradas. 3 331

Si buscamos la asociacion entre los aislamientos con crecimientos
abundantes y la identificacion posterior del hongo en el tejido podemos notar
gue hay una correlacion entre aislamientos positivos e identificacion tisular de
8:5 para los crecimientos abundantes y de 8:6 para los crecimientos
moderados, por lo que se pudiera afirmar que en pacientes con alguna
patologia es de esperar que haya una alta cuantificacion de levaduras en

cavidad bucal tal y como lo plantean Grant y col (2001), pero no
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necesariamente un alto recuento de levaduras en boca va a determinar
infeccion  fungica en el tejido. En este estudio, se obtuvieron casos de
recuentos abundantes de levaduras en muestras obtenidas de enjuagues
bucales de pacientes a quienes no se les identifico la presencia de hongos a
nivel tisular. Sin embargo en pacientes con alteraciones de las mucosas, la
presencia del hongo como comensal podria representar un factor de riesgo

para la invasion tisular.

Al identificar las especies encontradas C. albicans fue la mas
frecuente (40%); seguida por C. parapsilosis y C. guilliermondii, y en menor
proporciéon:  C. pseudotropicalis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. lipolytica y
Rhodotorula glutinis, coincidiendo con Samaranayake y Macfarlane (1990) y
Lewis y col (1991) quienes reportaron que en cavidad bucal de sujetos donde
se han aislado especies de Candida, C.albicans comprende entre un 60-70%

de los aislamientos, y las otras especies una menor proporcion. ¢34 33%)

La identificacion de Rhodotorula glutinis constituye un echo inusual, al
ser reconocida como una especie de poco aislamiento en boca, incluso
Stenderup (1990) sefiala que no se le conoce como causa de infeccion en

cavidad bucal. ¢*®
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Al buscar la asociacién entre el uso de protesis y el aislamiento de
levaduras de cavidad bucal, o evaluar el papel de estos aditamentos como
factores favorecedores de colonizacion, no encontramos una influencia
significativa, vemos que en un 69,23% (9/13) de los pacientes portadores de
prétesis fue posible determinar la presencia de levaduras en muestras
obtenidas por enjuague bucal, en 53,33% (8/15) de los pacientes no
portadores se obtuvo el mismo resultado y en los pacientes con Leucoplasia
gue no utilizaban aditamentos bucales por ser pacientes dentados obtuvimos

un 50% (1/2) de positividad al aislamiento de levaduras.

Por tal razéon esta condicién en nuestro estudio aunque fue un factor
gue predispone a la presencia de levaduras no fue determinante, hecho que
se demuestra al haber obtenido aislamientos en altos porcentajes también en

pacientes dentados y no portadores de prétesis.

Valores distintos a los de este estudio fueron reportados por Narhi y
col (1993), quienes demostraron que el uso de dentaduras puede aumentar
la frecuencia de levaduras en cavidad bucal, al detectar estos
microorganismos en 19% del total de pacientes con dientes naturales, y en

73% de pacientes portadores de prétesis. 32
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Al evaluar el rol condicionante que tiene el habito de fumar en la
colonizacion de cavidad bucal por levaduras, encontramos casos positivos

tanto en pacientes no fumadores como en fumadores.

En 1983, Arendorf y Walker reportaron que el habito tabaquico
favorecia el crecimiento de Candida como consecuencia de la pérdida del
equilibrio en el microambiente bucal por accion del calor y los componentes
del humo del tabaco. Sin embargo, Bastian y Reade (1982); y Coleman y col
(1976), sefalaron que aun cuando el habito de fumar tabaco altera el pH de
la saliva y su potencial de oxido reduccion, la prevalencia de Candida era

similar en la boca de fumadores y no fumadores. % 269 328)

En nuestro estudio la incidencia de levaduras en pacientes fumadores
fue considerable (55%), y total en los pacientes no fumadores (100%), por lo
que la condicién de fumador no fue un factor determinante para la presencia

de levaduras en boca.

Para determinar la presencia de levaduras tanto en las lesiones
leucoplasicas como en las muestras de mucosa sana empleamos dos
técnicas diagnosticas de laboratorio; la toma de muestra y cultivo de ésta y la

biopsia.
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El cultivo se obtuvo previo raspado de la superficie de las lesiones,
este procedimiento permitié el aislamiento de levaduras solo en un 26,47%
de las Leucoplasias estudiadas, esta incidencia de Candida fue baja si la
comparamos con resultados obtenidos por Jepsen y Whinter (1965); quienes

la aislaron en una proporcién superior al 56%. ©”

La frecuencia de aislamientos en las Leucoplasias de tipo
homogéneo fue de un 21,42%, en los heterogéneos un 40%, y en el Unico
caso de Leucoplasia Verrugosa Proliferativa fue del 100%. Vemos como la

identificacion de levaduras por raspado fue mayor en los tipos heterogéneos.

Esto se relaciona con resultados obtenidos por Ambika y col (1984),
guienes obtuvieron una frecuencia de aislamientos de levaduras de 83% en
los casos de Leucoplasias heterogéneas, y Roed y Peterson (1970); quienes
observaron que fueron las Leucoplasias anteriormente definidas como

moteadas, los sitios de mayor incidencia de infeccién por Candida sp. 8723

Al identificar las especies obtenidas de los cultivos por raspado de las
lesiones encontramos que C.albicans fue la especie aislada con mayor

frecuencia (66,66%). La presencia dominante de esta especie en
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Leucoplasias bucales es confirmada por otros autores. Para Krogh y
col (1987) representé un 82% de los aislamientos, y para Vidas y col (1988)
C.albicans estuvo presente en 67,9% de los pacientes con Leucoplasia

bucal. ¢93 338

Esto demuestra tal y como lo sefiala Hostetter (1996) que entre todas
las especies de Candida, C. albicans es sin duda alguna la que presenta

mayor capacidad de adhesion a las células epiteliales bucales. ?%9

Otras especies encontradas fueron C. guilliermondii, Rodothorula sp
no pigmentada, y un caso en el que coexistieron C. pseudotropicalis Yy

Rodothorula glutinis.

En mucosa sana del grupo control solo un caso fue positivo al

aislamiento e identificacion de C.albicans.

Estos resultados permiten determinar que el aislamiento de levaduras
en pacientes con leucoplasia (26,47%) es superior al aislamiento de

levaduras en mucosas aparentemente sanas (7%).
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Sin embargo la presencia de levaduras en ambos grupos demuestra
que, tanto la mucosa sana, como la mucosa con alguna alteracion o

condicion patologia pueden estar colonizadas por especies de Candida.

La seraotipificacion de C.albicans a partir de las muestras obtenidas por
raspado de las lesiones determiné un predominio del serotipo A (100%) con
respecto al serotipo B que no fue identificado. Estos resultados coinciden con
los obtenidos por varios autores, quienes reafirman una alta incidencia de
este serotipo en lesiones leucoplasicas. Lipperheide y col (1996),
identificaron a C.albicans serotipo A como la especie mas frecuente, al
encontrarse presente en un 76% de las Leucoplasias estudiadas. %
Williams y col (2000) determinaron un 79% de aislamientos del serotipo A en

Candidiasis cronica hiperplasicas (CCH) y un 83% en otras lesiones

bucales. 3

Barturen 'y col (1996), identificaron serotipos mediante
inmunofluorescencia indirecta empleando el anticuerpo monoclonal BOE, y
observaron que 307 de 357 aislamientos bucales pertenecieron al serotipo A
(86%), este fue el serotipo predominante en las personas sanas con 0 Sin
prétesis dentaria (90%) y en pacientes con estomatitis subprétesica, mientras

que el serotipo B se observdO con mayor frecuencia en aislamientos
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vaginales, cutaneos y en pacientes con candidemia o con candidiasis

pseudomembranosa bucal. ¢4

El estudio de los serotipos de C.albicans posee un interés ademas de
epidemioldgico, terapéutico, ha permitido obtener mayor conocimiento en

relacion a la sensibilidad antifingica de esta especie.

Un estudio realizado por Mendoza y col (1994), con antifingicos como
el Ketoconazol, Itraconazol y Bifonasol, demostraron una mayor sensibilidad
del serotipo A con respecto al B ante el uso de los imidazoles (Ketoconazol y
Bifonazol), asi como otras especies de Candida, con excepcion de

C.guilliermondii que mostré resistencia al Bifonazol. ¢4

Estos conocimientos nos orientan en la utilizaciéon de un tratamiento
antifingico tépico en aquellas lesiones en las que se demuestra la presencia

de levaduras.

La invasion fungica de las capas queratinizadas del epitelio fue
evidente en 47,06% (16/34) de 34 Leucoplasias biopsiadas empleando la

técnica de coloracion de PAS; y en 50% (17/34) de las muestras empleando
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coloracion de Groccot, ambas técnicas mostraron similar sensibilidad en la

deteccion de formas levaduriformes en el tejido.

Estos porcentajes se encuentran dentro del rango de 7-50%
establecido por Daftary y col (1972), Banoczy (1982), Kroht y col (1987),
como la proporcion de casos de Leucoplasia que presentaran estructuras

levadurifirormes en su constitucion, una vez evaluadas.

La incidencia de estructuras flingicas en nuestra investigacion es
considerablemente significativa y similar a la obtenida por Jepsen y Whinter
(1965); Roed Peterson y col (1970); quienes identificaron Candida sp en

54,2%, y 61,9% casos de Leucoplasia respectivamente. &7 287

Los elementos fungicos, PAS y Groccot positivos, fueron
exclusivamente observados en las capas superficiales del epitelio, en la
capa cOrnea y estrato granuloso, resultados similares fueron obtenidos por

Dorko y col (2001) 12

La mayoria de los estudios sefialan la presencia de infeccion por
Candida en los tipos heterogéneos de Leucoplasias bucales, en nuestra

investigacion un 60% de las formas heterogéneas de la lesion revelo la
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presencia de levaduras independientemente de la coloracion utilizada,
mientras que un 42,85% de las muestras homogéneas mostré similares

resultados con PAS y 46,42% con Groccot.

Esto resultados demuestran que todas las lesiones leucoplasicas
pueden estar infectadas por especies de Candida, y como lo sefiala Aguirre
(2002) todas aquellas condiciones en las que se altere la integridad de la
mucosa son igualmente susceptibles a la adhesién e invasion mucosa por

(229)

especies de Candida, sin embargo en los tipos heterogéneos esta

susceptibilidad es mayor.

Estructuras fangicas también fueron identificadas en 26,6% (4/15) de
las muestras de mucosa sana del grupo control empleando PAS y en 20%
(3/15) utilizando Groccot. Esto valores coinciden con los de Rindum vy
col (1994), quienes encontraron hifas en 4-47% histopatologias de individuos
bucalmente sanos, demostrandose que la presencia o identificacion de
levaduras en el tejido no puede ser considerado un signo inequivoco de

infeccion.

La presencia variable de Candida en algunos casos de Leucoplasia y

Su aparente ausencia en otros, sugiere una invasion fungica secundaria a
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una lesion hiperplasica existente, este planteamiento ha sido sugerido por
algunos otros autores como; Jepsen y Whinter (1965), Renstrup (1970) y

Roed-Peterson (1970), Lipperheide y col (1996), y Spolidorio y col (2003).

(286, 287,342)

Sin embargo otros estudios demuestran que cuando Candida sp
invade las capas superficiales del epitelio se produce una reaccién
hiperplasica epitelial, considerada como una respuesta celular al

microorganismo patégeno. 4334

Jennings y Mac Donald (1990), observaron un 66% de incremento en
el porcentaje del espesor epitelial en 10 pacientes con Candidiasis atréfica

crénica en comparacion con la poblacién normal. ¢4

Es dificil distinguir clinicamente entre las formas de Candidiasis
cronica hiperplasica y las diferentes presentaciones de Leucoplasia.
Sitheeque y Samaranayake (2003) sefialan que la Candidiasis crénica
hiperplasica se diferencia de la Leucoplasia cuando una terapia antimicotica

resuelve por completo la lesién. 349
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Al evaluar la asociacion entre presencia de estructuras fungicas y los
resultados histopatologicos de las lesiones estudiadas, encontramos que de
la 16 muestras PAS positivas 56,25% (9/16) presentaron resultados
histopatolégicos de hiperqueratosis y acantosis, mientras que 43,75% (7/16)
reportaron caracteristicas displasicas. De las 17 muestras Groccot positivas
58,82% (10/17) fueron reportadas histologicamente como queratosis

benignas, mientras que 41,17% (7/17) fueron displasias.

Se observa una relacion importante entre la presencia de cambios
displasicos y la confirmacion histolégica de Candida en el epitelio, asi como
la incidencia en lesiones con reportes histopatolégicos benignos, sin mostrar

considerable tendencia a uno de los dos posibles resultados.

Estos resultados contrastan con los de Barret y col (1998) quienes
establecen una asociacion estadisticamente significativa entre infeccion
fungica y displasia epitelial, después de evaluar 718 lesiones con reportes
histopatolégicos de hiperqueratosis benigna y encontrar que solo 2,8%
(20/718) mostraban presencia del hongo, mientras que de los 597 casos con

displasia epitelial un 12,22% (73/597) reportaban infeccién fungica. ¢*”
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La importancia de la infeccion por C. albicans radica en la
consideracion del posible rol de esta levadura como inductora de la

transformacion maligna de las Leucoplasias.

Se ha demostrado que la presencia de Candida sp le confiere una
condicién potencial de malignidad a los tejidos en los que se identifica, al
poseer propiedades importantes en el desarrollo de condiciones patoldgicas
y cambios premalignos. Krog y col (1987 y 1990), y Read y col (1990), Nagy
y col (1998) han demostrado el papel inductor de Candida en el cancer bucal,
dada su comprobada capacidad para producir carcinégenos quimicos muy

potentes (289, 290, 348, 349)

Se ha sugerido la capacidad que posee esta levadura de producir
nitrosaminas endogenas, a partir del nitrito soédico de la saliva y ciertas

aminas presentes en los alimentos. ¢™

Goldenberg y col (1997) valoraron la frecuencia y serotipos de
C.albicans aislados de pacientes portadores de carcinoma epidermoide en la
mucosa bucal, demostrando que el 51,1% de los cultivos presentaban
colonias de hongos. C.albicans serotipo A representé el 21.1% de estos
aislamientos, con alta produccion de proteinasas y produccion intermediaria

de fosfolipasas, esto determind su alta virulencia. >
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Estudios realizados por Gao (1996) demostraron la marcada
positividad de la proteina p53 en células de lesiones leucoplasicas con
presencia de Candida que histopatolégicamente reportaban displasia
epitelial, esto revela el potencial que como lesion premaligna arrojan las

lesiones con esta condicion. %Y

Por estudios microbiolégicos de muestras obtenidas por raspado de la
lesion se logré el aislamiento de Candida sp en 26,47% (9/34) de las
lesiones, mientras que por estudio histoquimico fueron identificadas en
47,05% (16/34) de las muestras empleando coloracion de PAS y en 50%

(17/34) utilizando Groccot.

Los resultados obtenidos demuestran que el raspado aun cuando es
uno de los métodos mas utilizados, no es superior en sensibilidad al uso de
la histoquimica para la deteccién de estructuras levaduriformes en el tejido.
Sin embargo su uso se justificaria por lo accesible y econémico del

procedimiento.

Estos resultados se apoyan con el bajo crecimiento de levaduras
obtenido por Dahlen y cols (1982), argumentando lo dificil de obtener una

adecuada muestra de membranas mucosas, especialmente en casos de

159



infecciones crénicas donde el agente infeccioso ha penetrado la superficie

epitelial. 7

Al utilizar la técnica de enjuague en pacientes con Leucoplasia, se
obtuvo un 60% (18/30) de aislamientos de Candida sp, de los cuales 61,11%
(11/18) coincidieron con la identificacion del hongo por técnicas
histoquimicas. Por ello el uso de enjuague bucal se justifica para la

evaluacion de esta patologia.

En solo 3 pacientes hubo aislamientos por enjuague pero no se
identificé en el tejido, es decir se tratdé de pacientes portadores sin infeccién,

y en 3 casos fue posible la identificacién en tejido, pero no en enjuague.

Al igual que lo sefialan Samaranayakee y col (1986), el enjuague
bucal concentrado demostré ser una técnica de aislamiento muy simple de
realizar, con una alta sensibilidad, y superior al raspado en lo que a

cuantificaciéon de levaduras se refiere. %

Sin embargo el estudio histoquimico de muestras de lesiones
leucoplasicas constituye el método mas sensible y especifico en la

identificacion de hifas o pseudohifas en el tejido.
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VIl.- CONCLUSIONES

La lesiones leucoplasicas en cavidad bucal se presentan con mayor
frecuencia en pacientes del sexo femenino, segun la edad pueden aparecer
desde la segunda hasta la octava década de vida, siendo la séptima la de

mayor incidencia.

El principal factor etioldégico asociado con el desarrollo de estas

lesiones en la presente investigacion correspondio al habito de fumar.

El tipo de Leucoplasia homogénea se observo en mayor proporcion en

comparacién con las presentaciones heterogéneas.

Las zonas mas frecuentes de localizaciéon de estas lesiones son la

mucosa de rebordes residuales, mucosa yugal y retromolar.

La mayoria de las Leucoplasias fueron desde el pounto de vista
histopatolégico una combinacion variable de hipequeratosis y acantosis, sin
embargo también se presentd un porcentaje considerable de displasia

epitelial.
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De los aislamientos de Candida sp en pacientes con Leucoplasia
obtenidas por enjuague bucal predominé el criterio de crecimiento moderado
y abundante, mientras que el grupo control no se pudo establecer diferencias
significativas en la cuantificacion. C.albicans fue la especie fungica mas

identificada a partir de los aislamientos del grupo en estudio y control.

De muestras obtenidas por raspado superficial de las lesiones se
aislaron especies de Candida en proporciones moderadas. Siendo
C.albicans, C.parapsilosis y Rh glutinis los hongos identificados en estos

aislamientos.

C.albicans serotipo A fue la especie que se identific6 con mayor

frecuencia en las lesiones queratosicas.

Los elementos miceliales de C.albicans fueron observados en las
capas queratinizadas del epitelio en algunos casos de Leucoplasia bucal

utilizando coloraciones especiales para hongos.

No se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa en la
identificacion fungica y los resultados histopatoldégicos de Leucoplasias sin

Displasia y Leucoplasias con Displasia.
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Las dos técnicas de coloracion utilizadas en este estudio (PAS y
Groccot), mostraron sensibilidad en la deteccion de formas levaduriformes en

el tejido.

Candida sp se reconoce como microorganismo invasor de algunas

lesiones leucoplasicas en cavidad bucal.
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VIII.-RECOMENDACIONES

Se sugiere que la evaluacion histopatoldgica de muestras de mucosa
bucal con diagnostico clinico de Leucoplasia incluya el uso de técnicas de
coloraciones especiales para hongos, pudiéndose identificar la posible
presencia de levaduras en la lesion, reorientando el diagndstico, el prondstico
y el futuro plan de tratamiento del paciente, asi como la investigacion futura
del uso tépico de antimicéticos en lesiones leucoplasicas en las que se
evidencie la presencia de estructuras fangicas, lo que permitird evaluar la
respuesta al tratamiento y la consideracion del posible rol etiolégico de la

levadura en el desarrollo de la lesion.
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ANEXO 1
FICHA DE IDENTIFICACION

Paciente: Sexo: F[1 M1 Edad:
Direccion:
Fecha: HO Clinica:

1. Interrogatorio.

1.1  Sintomatologia: No (1 Si [J

1.2 Dolor: No [J Si [ Otros

1.3 ¢Desde cuando? -3 m ] 3-6 m [J 6-12 m [J No recuerda [

1.4 ¢Fuma? NolJ SiflCantidad: __ dia.Tipo: ¢Desde cuando?

1.5  ¢Habito alcohol? No [ Si (. Tipo: ¢Desde cuando?

1.6  ¢Utiliza frecuentemente colutorios? No [ Si [1 Especificar:
1.7  ¢Presenta alguna friccion crénica?No [0 S il
1.8  Otras enfermedades:

1.9  Portador de Prétesis:

2. Examen Clinico.

2.1  Fotografias Clinicas: No [0 Si T

2.2  Lesiones homogéneas: No [ Si [

e Localizacion:

e Color:

e Textura:

2.3 Lesiones No homogéneas - nodular: No 1 Si [
e Localizacion:

e Color:

e Textura:

2.4 Lesiones No homogéneas - eritroleucoplasia: No [ Si [
e Localizacion:

e Color:

e Textura:

2.5 Lesiones No homogéneas - exofistica: No [J Si [
e Localizacion:

e Color:

e Textura:
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3.

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

4.

4.1

1.2
1.3

4.4

5.

Analisis Histopatoldgico.

Biopsia Incisional [J Excisional [J
Hiperqueratosis: No [ Si [
Hiperplasia epitelial: No [I Si [ Atrofia Epitelial: No [J Si [
Acantosis: No [ Si [
Infiltracién Inflamatoria: No (1 Si [
Displasia Epitelial: No [ Si [ Grado L[] M 1S
Presencia de Candlida en tejido:
Coloracion PAS No (1 Si [
Coloracién de Groccot No [ Si [

Analisis Microbioldgico.

Enjuague Oral concentrado: Presencia de Colonias No [0 Si [J
No; UFC/ml.
Raspado de mucosa: Crecimiento de levaduras: No [ Si [
Pruebas rapidas:
Tubos germinales: +_ -
Clamidosporas: + __ -

Especie Identificada:

Riesgo de Malignizacion

Femenino [
+ 50 anos [
Habitos toxicos: Tabaco-Alcohol [

Localizacién: Suelo de boca [ Borde lateral de lengua [ Area

retromolar [
Surco vestibular inferior [0 Labio inferior ©
Variedad clinica no homogénea [
Largo tiempo de evolucion
Displasia [
Enfermedad favorecedora precancerosa [
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
CATEDRA DE CLINICA ESTOMATOLOGICA
MAESTRIA EN MEDICINA ESTOMATOLOGICA

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE LA INVESTIGACION CLINICA
Basado en la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Medica Mundial

Caracas,
Yo, portador de la cédula de
identidad , por medio de la presente consiento

someterme al procedimiento diagndstico y quirlrgico ordenado por la Od.

Gina Paola Varon Scovino.

Se me ha explicado que el mismo forma parte de una Investigacion Clinica
cuyo protocolo se denomina “Deteccion e identificacion de especies de
Candida en pacientes con lesiones leucoplasicas de cavidad bucal”,

su finalidad y objetivos se me han informado claramente.

Me encuentro satisfecho con estas explicaciones, las he comprendido, por lo

que consiento participar libre y voluntariamente en la referida Investigacion.

Firma del Paciente Firma del Odontdlogo
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