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Resumen
Las especies de Candida spp son patdgenos oportunistas que pueden causar enfermedades en

huéspedes que estan afectados por procesos sistémicos subyacentes. Los organismos fingicos
comunmente colonizan la lengua, el paladar y la mucosa bucal. Tal colonizaciéon también
puede ocurrir en la placa subgingival de adultos con periodontitis. Se ha encontrado que
cepas de Candida spp estan presentes en la cavidad oral de pacientes sanos, y también se ha
informado que la proporcion de levaduras en las bolsas periodontales es similar a la de
algunos patogenos periodontales bacterianos. Esto sugiere un papel para Candida spp. en la
patogenia de la enfermedad. La disminucién de la concentracion de estrégenos afecta a la
mucosa oral debido a la presencia de receptores de estrégeno. El epitelio de la mucosa
durante el periodo de la menopausia es mas vulnerable a infecciones, candidiasis, sindrome
de boca ardiente o LPO (liquen plano oral); ademas, las glandulas salivales también son
dependientes de hormonas, lo que provoca cambios en la secrecion de saliva y en su
consistencia de modo tal que puedan afectar los dientes y los tejidos periodontales. En esta
investigacion, nuestro objetivo es examinar la prevalencia de Candida spp en bolsas
periodontales de mujeres menopausicas con enfermedad periodontal, y su posible correlacion

con los cambios hormonales.

Abstract
The Candida spp. are opportunistic pathogens that can cause disease in hosts that are affected

by underlying systemic processes. Fungal organisms commonly colonize the tongue, palate,
and buccal mucosa. Such colonization can also occur in the subgingival plaque of adults with
periodontitis. Strains of Candida spp have been found to be present in the oral cavity of
healthy patients, and the proportion of yeasts in periodontal pockets has also been reported to
be similar to that of some bacterial periodontal pathogens. This suggests a role for Candida
spp. in the pathogenesis of the disease. The decreased concentration of estrogen affects the
oral mucosa due to the presence of estrogen receptors. The mucosal epithelium during the
menopausal period is more vulnerable to infections, candidiasis, burning mouth syndrome or
OLP (oral lichen planus); In addition, the salivary glands are also dependent on hormones,
which causes changes in saliva secretion and its consistency in such a way that they can
affect the teeth and periodontal tissues. In this investigation, our objective is to examine the
prevalence of Candida spp in periodontal pockets of menopausal women with periodontal

disease, and its possible correlation with hormonal changes.
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1. Introduccion

1.1 La Enfermedad Periodontal

La enfermedad periodontal es un proceso patologico complejo de los tejidos de soporte de los
dientes que se desarrolla de forma no lineal como resultado de un desbalance entre la
microbiota y el sistema inmune. En este proceso pequefios fenomenos resultan en efectos
desmedidos.

Se la puede describir como una enfermedad inflamatoria iniciada por microorganismos
especificos o grupos de microorganismos especificos presentes en la biopelicula subgingival,
los cuales interactian de manera compleja con eventos inmuno-inflamatorios del huésped, y
esto resulta en la destruccion progresiva del ligamento periodontal y el hueso alveolar.(1) En
la actualidad el consenso apunta a que la destruccion del tejido periodontal estd mas
relacionado con la incapacidad del huésped para resolver la inflamacion que con el resultado
directo de la propia inflamacion inicial. (2)

La principal caracteristica clinica de la enfermedad periodontal es la presencia de pérdida de
insercion clinicamente detectable, que se produce como resultado de la destruccion
inflamatoria del ligamento periodontal y el hueso alveolar. Esta pérdida suele ir acompanada
de formacion de bolsas periodontales y cambios en la densidad y altura del hueso alveolar
subyacente.

El papel desencadenante de las bacterias que conforman la biopelicula es evidente, ya que
son las bacterias las que inician y perpettian las respuestas inflamatorias que se desarrollan en
los tejidos gingivales. Sin embargo, el principal determinante de la susceptibilidad a la
enfermedad es la naturaleza de las propias respuestas inmuno-inflamatorias. Es la respuesta
exagerada de los mismos procesos de defensa, que son los protectores designados para evitar
la entrada de bacterias y sus productos en los tejidos, la que desencadena la mayoria de los
dafos tisulares que conducen a las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

La enfermedad periodontal es, por tanto, una entidad clinica unica. No es una infeccion en el

sentido clasico de la palabra.

1.2 El ecosistema bucal

La cavidad oral, al igual que otros habitats del cuerpo, también posee una comunidad

microbiana caracteristica que proporciona beneficios al huésped. (3)



Muchas especies bacterianas colonizan la cavidad oral desde el nacimiento. Las interacciones
de las bacterias van desde compartir mecanismos de defensa (p. ej., resistencia a los
antibioticos) hasta competir por los recursos disponibles (p. ej., comensales que son
beneficiosos para el huésped al no permitir el crecimiento de especies patdgenas). La cavidad
oral también puede ser colonizada por levaduras, protozoos y virus. (2)

Estos microorganismos colonizan las superficies mucosas y dentales de la boca formando
comunidades multiespecificas, tridimensionales y estructuralmente organizadas que se
denominan biopeliculas (4). Estas constituyen un tipo de defensa contra la inmunidad del
huésped. En general, la descamacién asegura que la carga microbiana en las superficies
mucosas se mantenga relativamente baja. Por el contrario, la boca es un sitio tnico en el
cuerpo que proporciona superficies que no se descaman (dientes, protesis, implantes) para la
colonizacidon microbiana, lo cual puede dar lugar a la acumulacion de un gran namero de
microorganismos, en particular en los sitios estancados y dificiles de limpiar, a menos que los
pacientes practiquen una higiene bucal eficaz.

La estructura de biopelicula es mas compleja que las bacterias individuales que la componen
y se adhiere fuertemente a las superficies dentales en presencia de agua. Algunas de sus
caracteristicas son:

* El biofilm comprende células microbianas encerradas dentro de una matriz de sustancias
poliméricas extracelulares (polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos).

* Las bacterias del biofilm son 1000 veces menos sensibles a los agentes antimicrobianos que
las bacterias que flotan libremente (plancténicas).

* Los microorganismos forman comunidades dentro de la biopelicula que presentan una
ecologia altamente compleja. Un sistema circulatorio primitivo que consta de canales de agua
que corren entre colonias facilita la eliminacién de productos de desecho y el suministro de
nutrientes a las capas mas profundas de la biopelicula por difusion. Ademas, existen fuertes
gradientes quimicos (p. ej., oxigeno o pH); que producen distintos microambientes dentro de
la biopelicula. (2)

Se han detectado mas de 770 tipos diferentes de microorganismos (taxones o filotipos) en
muestras de la boca; de estos, el 57% tienen nombre oficial, el 13% no tienen nombre pero
son cultivables y el 30% se conocen solo como filotipos actualmente "no cultivables". Un
solo individuo puede albergar entre 100 y 300 especies. (5) En la enfermedad periodontal, la
presencia de diversas especies de microorganismos puede ser identificada en la bolsa
periodontal y es imposible concluir que una sola especie o incluso un grupo de especies

causan la enfermedad periodontal. Muchas de las especies que se consideran importantes en



la patogenia periodontal pueden predominar en bolsas profundas porque la bolsa es un
entorno favorable en el que pueden sobrevivir. Muchas de las caracteristicas tnicas de la
periodontitis se derivan de la anatomia del periodonto, en el cual una superficie dura que no
se descama (el diente) estd parcialmente incrustada dentro del cuerpo, cruza una superficie
epitelial y esta parcialmente expuesta al mundo exterior. Las bacterias que colonizan esta
superficie estdn efectivamente fuera del cuerpo (aunque estan en el surco o bolsa gingival),
sin embargo, la respuesta inflamatoria que se desarrolla se encuentra dentro del cuerpo (es
decir, dentro de los tejidos). Estos factores anaden complejidad a nuestra comprension del
papel de la biopelicula y las respuestas inmuno-inflamatorias que forman parte de la
degradacion del tejido periodontal. Adicionalmente podemos sefialar que la composicion y la
actividad metabdlica de la biopelicula que se encuentra en distintas superficies de la boca
varia sustancialmente debido a las diferencias en las propiedades bioldgicas y fisicas de cada
sitio. (1, 2, 3, 6, 7)

En general, una vez establecida, la composicion microbiana de la biopelicula en un sitio, ésta
permanece estable a lo largo del tiempo (8), pero una perturbacién importante en el entorno
del huésped, (por ejemplo: un cambio sustancial en la dieta o una alteracion en el estado
inmunitario del huésped), puede generar cambios en el equilibrio de la microbiota oral y
aumentar el riesgo de enfermedad. Es importante destacar que esta estabilidad, denominada
homeostasis microbiana, refleja un estado sumamente dindmico en el que las proporciones de
las diversas especies que componen la microbiota oral se mantienen en equilibrio debido a las
numerosas interacciones, tanto sinérgicas como antagonicas. (9).

La homeostasis microbiana puede alterarse si uno de los parametros clave que afectan a su
crecimiento se altera y es lo suficientemente robusto o persistente como para resultar en la
reorganizacion de la composicion de la biopelicula, permitiendo la proliferaciéon de
componentes que antes eran menores. Tales perturbaciones pueden deberse a factores
inmunolégicos (p. €j., disfuncion de neutrdfilos, inmunosupresion, etc.) o no inmunologicos
(p. ¢j., xerostomia, cambios en la dieta, etc.), y pueden predisponer a un sitio a la enfermedad
(9), y forma la base de la "hipotesis de la placa ecoldgica" que describe la relacion dindmica
entre la microbiota oral y el huésped en la salud y la enfermedad (4, 3).

El consenso actual respalda el hecho de que tanto el huésped como los microorganismos
desempefian roles importantes en la composicion microbiana final de la placa dental. Se han
propuesto varias teorias a lo largo de los afios para determinar si la cantidad de placa, la
calidad, el microambiente o los patogenos especificos dentro de la placa son los mas

importantes en la patogénesis de la enfermedad periodontal. Comprender las diversas



hipotesis de la placa, su influencia en la justificacion del tratamiento y los inconvenientes es
importante para el manejo adecuado de los pacientes. (1, 2, 3)

Sigmund Socransky y colaboradores demostraron que los microorganismos presentes en la
placa bacteriana subgingival se asocian entre ellos formando complejos bacterianos de
diferentes grados de patogenicidad, y los categorizaron en colores verde, amarillo, azul,
violeta, naranja y rojo. Los colores rojo y naranja se relacionan con un mayor grado de

severidad de la enfermedad periodontal y con su progresion (11, 12).
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Figl - Complejos bacterianos de la placa bacteriana subgingival segun Socransky y col (11, 12)

Las diferencias principales entre salud y enfermedad se basan en el predominio de los
clusters rojo y naranja. El complejo rojo que aparece mas tardiamente en el desarrollo del
biofilm estd conformado por bacterias que se consideran periodontopatogenas:
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythia. (13)
Las diferentes hipotesis manejadas en la actualidad no logran combinar los comportamientos
microbianos y del huésped que conducen al mantenimiento de la salud o al viraje hacia la
enfermedad. No obstante, la bibliografia sugiere que se debe considerar lo siguiente:
e Para el proceso de caries, el modelo que mejor se ajusta es la hipotesis de la placa
ecoldgica. Considera el papel de los carbohidratos fermentables y otros cambios
microambientales en la ecologia de la placa como responsables del proceso de

desmineralizacion.



e El modelo de disbiosis y sinergia polimicrobiana (PSD) recientemente descrito para la
periodontitis destaca la importancia de la idea de que las bacterias distintas de las
especies clasicas del “complejo rojo” podrian tener funciones clave similares en la
periodontitis. El modelo PSD es actualmente el mas extenso; sin embargo, estd
modelado solo para periodontitis.

Se ha sugerido que la presencia de virus y hongos podria complejizar e influir en el desarrollo
de la enfermedad, pero los estudios realizados al respecto no han arrojado resultados
concluyentes. La especie Candida es uno de los hongos que se han encontrado presentes en la

enfermedad periodontal.

1.3 Respuestas inflamatorias en el periodonto

Si bien la acumulacion de placa subgingival intacta durante un periodo prolongado de tiempo
puede provocar la liberacion de moléculas inflamatorias tanto de los microorganismos como
del hospedero, hoy en dia esta claro que la mayor parte de la descomposicion del tejido se
debe a los procesos inflamatorios desregulados del huésped (14, 2). La respuesta inflamatoria
puede ser:

« Aguda (hiperactividad de PMN'): los abscesos y la inflamacién aguda ocurren
principalmente cuando los PMN son activados por niveles muy altos de quimiocinas dentro
de los tejidos periodontales. Durante el proceso de "estallido respiratorio", se liberan
cantidades elevadas de enzimas liticas que median en la destruccion del tejido del huésped.

* Cronica (hiperactividad de macrofagos): en condiciones cronicas, los metabolitos
bacterianos estimulan el eje macrofago-célula-T, que a su vez altera a los fibroblastos
residentes y hace que éstos secreten mediadores secundarios que destruyen tejidos (p. ej.,
MMP, PGE2).

Cuando la placa bacteriana se mantiene intacta durante un cierto periodo de tiempo, se
observan histologicamente cuatro etapas progresivas: lesion inicial, lesion temprana, lesion
establecida y lesidn avanzada. Estas descripciones histologicas enfatizan como la infiltracion
masiva y progresiva de los tejidos por células inmunitarias/inflamatorias conduce a la
liberacion extracelular de enzimas destructivas, lo que resulta en la interrupcidon de la
anatomia del tejido conectivo (agotamiento del coldgeno) y la posterior proliferacion de
células del epitelio de union en areas agotadas, lo que se refleja clinicamente como pérdida de

insercion y formacion de bolsas.

! Polimorfonucleares



El biofilm de la placa subgingival puede liberar directamente productos nocivos que dafian
los tejidos, pero lo més importante para la patogénesis de la enfermedad periodontal es el
hecho de que este biofilm induce respuestas inmuno-inflamatorias del huésped dentro del
periodonto que también pueden causar dafio tisular; este dafio es quizds mas destructivo que
el causado directamente por las bacterias.
Si bien el proceso de destruccion del tejido periodontal y la reabsorcion 6sea es complicado e
involucra a muchas células, moléculas y mediadores reguladores, los principales "jugadores"
se pueden identificar de la siguiente manera:

e Moléculas instigadoras: LPS, LTA (origen bacteriano); IL-1, TNFa (derivado del

huésped).
e (C¢élulas efectoras: fibroblastos, osteoclastos.
e Moléculas efectoras: MMP (ruptura del tejido conectivo); PGE2 (resorcién dsea
osteoclastica) (10, 2)

Podemos destacar como moléculas mas importantes involucradas en las respuestas
inflamatorias dentro del periodonto, que se derivan tanto de los microorganismos como del
huésped, a:

e LPS, lipopolisacarido/endotoxina;

e LTA, 4cido lipoteicoico;

e Kgp, gingipaina especifica de lisina;

e Rgp, gingipaina especifica de arginina;

e H2S, sulfuro de hidrégeno;

e PGE2, prostaglandina E2.
Cuando el biofilm de la placa subgingival contintia presente, se inicia la inflamacion cronica.
Los productos bacterianos (p. ej., lipopolisacaridos/LPS) activan los macrofagos para
producir citoquinas como las interleucinas (IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNFa).
Estos estimulan los fibroblastos residentes e instigan cambios dentro de ellos, haciendo que
produzcan cantidades excesivas de enzimas que destruyen el coldgeno como las
metaloproteinasas de matriz (MMP) y mediadores inflamatorios como las prostaglandinas
(PGE2). Las MMP causan la destruccion de las fibras de coldgeno y los componentes de la
matriz extracelular dentro del espacio de la encia y el ligamento periodontal (PDL); también
provocan la descomposicion de los componentes organicos del hueso alveolar. PGE2 activa
las células osteoclasticas para secretar enzimas como hidrolasas acidas que trabajan para
destruir los componentes mineralizados inorganicos del hueso. La conversion de precursores

osteoclasticos en osteoclastos depende en gran medida del sistema RANK/RANKL/OPG, que



puede mejorar indirectamente con PGE2. Si la inmunidad innata no logra eliminar la
infeccion, se reclutan células efectoras del sistema de inmunidad adaptativa (linfocitos:
células T y células B). Las respuestas inmunitarias no son en realidad una “progresion lineal”
de eventos. La inmunidad innata y adaptativa estan estrechamente integradas y no funcionan
de forma aislada para abordar los factores etiologicos que contribuyen a la enfermedad
periodontal.

En conjunto, las respuestas inmunitarias inflamatorias desreguladas, inducidas por las
bacterias de la placa y sus productos, se unen para causar la ruptura del tejido conectivo y la
reabsorcion d6sea dentro del periodonto. Esto resulta clinicamente en la pérdida de union de
las fibras de coldgeno gingival/PDL a la superficie del diente, lo que lleva a la formacion de

bolsas, movilidad dental, migracion dental e incluso pérdida dental. (1, 2, 3)

1.4 Candida spp.

La periodontitis es una de las primeras enfermedades humanas reconocidas por estar
asociadas con biopeliculas de especies mixtas. Esta biopelicula consiste en una multitud de
microorganismos, incluyendo bacterias, hongos y también virus. Varios estudios han
informado un aumento de la colonizacion subgingival por levaduras, particularmente C.
albicans, en pacientes con periodontitis crénica, en comparacién con sujetos
periodontalmente sanos. (15, 16)

Varias especies de Candida se recuperan de la cavidad bucal humana, incluidas C. albicans,
C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. guilliermondii (3). La infeccion
fingica mas comun de la mucosa oral es la candidiasis, principalmente causada por la especie
C. albicans, el cual es un comensal normal de la cavidad bucal, que se comporta como
patogeno oportunista. La mucosa oral constituye el principal reservorio de Candida spp,
habitualmente sobre la superficie de la lengua y mucosa vestibular y lingual de la cavidad
bucal. La proporcion de C. albicans en la poblacion total de levadura oral puede llegar al
50-80%. La infeccidn por esta especie generalmente ocurre como consecuencia de la
reduccion de las defensas del huésped, la reduccion de la secrecion de saliva, el tabaquismo y
el tratamiento con corticosteroides, pero puede deberse a una amplia gama de factores
predisponentes. Las alteraciones en la flora microbiana oral, como después de la terapia con
antibidticos de amplio espectro, también pueden provocar candidiasis oral. Los factores
predisponentes son, sin embargo, a menudo dificiles de identificar. Segin su sitio, las

infecciones pueden definirse como superficiales o sistémicas. La candidiasis es causada por



una sobrecrecimiento de C. albicans e infiltracion en las capas de la mucosa oral, debido a su
tigmotropismo. La candidiasis puede afectar los tejidos blandos de toda la cavidad bucal,
incluido el tejido gingival. Cualquier condicion que comprometa el sistema inmunolédgico de
un paciente puede considerarse un factor de riesgo para la candidiasis. La candidiasis oral
puede ocurrir con el uso a largo plazo de antibioticos, terapia con esteroides o quimioterapia.
La diabetes mellitus, la radioterapia de cabeza y cuello y la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) son factores de riesgo para la infeccién aguda por Candida
pseudomembranosa. La candidiasis pseudomembranosa se manifiesta como lesiones blancas
que se pueden limpiar con gasas, dejando un area eritematosa. La candidiasis atréfica cronica
se manifiesta tipicamente como un area eritematosa debajo de una proétesis removible y se
asocia con una mala higiene oral. En pacientes sin protesis, la candidiasis atréfica cronica
puede manifestarse como enrojecimiento generalizado o incluso ardor generalizado en la
boca. Cuando una persona usa protesis completas o parciales continuamente, tiene
xerostomia o estd inmunocomprometida, se crea un ambiente ideal para el crecimiento
excesivo de Candida. Muchos métodos para superar la infeccion por candidiasis oral se han
centrado en protesis dentales completas o parciales removibles, con inclusiones como
nistatina, clorhexidina, polvos de oOxido metalico, aceites naturales y herbales,
fotocatalizadores o nanoparticulas de plata en el revestimiento para promover la
administraciéon prolongada del antimicrobiano. Muchos antimicrobianos son utiles para
controlar el crecimiento excesivo de C. albicans in vitro, pero se necesita mas investigacion
in vivo para desarrollar los mejores protocolos. (1, 17, 18) Se ha propuesto considerar que la
interaccion entre la inmunidad de las mucosas y C. albicans involucra muchos mecanismos
interconectados que pueden proporcionar nuevos objetivos candidatos a farmacos contra la
infeccion por C. albicans. El mecanismo de regulacion inmunitaria del huésped proporciona
una base para desarrollar compuestos que pueden activar defensas especificas del huésped,
maximizando asi la eliminacion de C. albicans y minimizando el dafio a las células huésped
normales. Ademas, los mecanismos de autoproteccion de C. albicans frente a la inmunidad
del huésped proporcionan mas informacion sobre como bloquear eficazmente el escape
inmunitario de C. albicans. (19) C. albicans se puede clasificar en tres genotipos de acuerdo
con la presencia o ausencia de intrones transponibles del grupo I en el gen 25S rDNA. Se ha
investigado la asociacion entre el genotipo de C. albicans oral y la actividad de virulencia (es
decir, actividad enzimatica extracelular, adherencia a las células epiteliales y formacion de
biopeliculas). Sin embargo, no se ha encontrado una asociacion significativa entre el genotipo

de C. albicans oral y la actividad fungica. (20)



La infeccion por C. albicans causa principalmente edema superficial epitelial. Las hifas se
encuentran en el 1/3 externo de la capa queratinizada o epitelio y se distribuyen verticalmente
en la superficie epitelial, con varias infiltraciones de neutrofilos. Estas hifas y las células
inflamatorias infiltradas forman microabscesos. Ademas, se pueden encontrar numerosos
linfocitos, células plasmaticas, neutrofilos y otras células inflamatorias en el tejido conectivo
debajo del epitelio. Muchas células inmunitarias participan en el proceso antifingico durante
las infecciones por C. albicans (19). Si bien la infeccion por estas especies en la mucosa oral
suele ser una infeccion superficial, las infecciones sistémicas no son infrecuentes en pacientes
debilitados inmunoloégicamente. Los biofilms combinados con C. albicans y Streptococcus
gordonii tienen alta resistencia a antibioticos antibacterianos y antifiungicos. Un estudio
demostrd que las infecciones causadas por Staphylococcus aureus combinado con C. albicans

son altamente resistentes a los antibioticos (19).

1.5 Candida y Periodontitis

Si bien no hay duda de que la biopelicula es la causa de la enfermedad periodontal, su
expresion es el resultado de la interaccion de factores bacterianos, del hospedador,
ambientales y sistémicos. Esta interaccion conduce a la individualidad de la expresion de la
enfermedad que, a su vez, conduce a la individualidad del tratamiento. (3) La inclusion de
hongos como comensales en el biofilm oral es un concepto importante e innovador en
biologia oral. De hecho, miles de filotipos bacterianos y mas de cien de hongos pueden
colonizar la cavidad bucal. El perfil taxonomico combinado con el andlisis de expresion
funcional ha revelado que Candida albicans, Streptococcus mutans y periodontopatdogenos
prominentes no siempre estan presentes o son numéricamente importantes en las lesiones de
candidiasis, caries o periodontitis. Sin embargo, C. albicans combinado con Streptococcus
spp. co-aumentan su virulencia en candidiasis invasiva, caries de la primera infancia o
periimplantitis. (21) Estudios recientes revelaron que no solo las bacterias periodontopaticas
sino también los virus del herpes (por ejemplo, el virus del herpes simple 1, el virus de
Epstein-Barr y el citomegalovirus humano) y la C. albicans oral estan involucrados en la
periodontitis. C. albicans puede detectarse en sitios subgingivales de pacientes con
periodontitis, lo que indica que C. albicans tiene la capacidad de colonizar bolsas
periodontales inflamatorias y estd implicada de manera importante en la periodontitis. (20)
Diversos estudios sefalan la presencia de Candida spp en los tejidos subgingivales de un 10 a

un 30% en pacientes sanos, siendo ain mayor en pacientes inmunocomprometidos y



diabéticos (22, 23, 24, 25, 26). Candida albicans, tiene un rol preponderante entre otras
especies de su genus en la enfermedad periodontal, y sus hifas fueron encontradas en
asociaciéon con especies bacterianas anaerobias invasivas relacionada con el biofilm
periopatogénico presente en el tejido conectivo de pacientes que padecen enfermedad
periodontal. (27, 28, 20). Candida spp puede coagregarse con las bacterias del biofilm
subgingival y adherirse a las células epiteliales. Tal interaccion esta asociada con la capacidad
de Candida spp para invadir el tejido conjuntivo gingival, y puede ser de relevancia en la
colonizacion microbiana que contribuye a la complejizacion de alteraciones orales
ocasionadas por algunos medicamentos y enfermedades sistémicas. Ademas, C. albicans
puede crear condiciones ideales de supervivencia y colonizacidn para otras bacterias, y tales
coinfecciones conducen a enfermedades infecciosas mdas graves y resistencia a los
medicamentos. (19) La secrecion de polisacaridos de C. albicans provoca el desarrollo de
biopeliculas de Streptococcus mutans en la boca, lo que aumenta la incidencia de caries
dental. Adicionalmente la proliferacion de Candida spp puede dar lugar a la germinacion de
formas mas virulentas y con mayor capacidad de adherirse y penetrar las células del
hospedero, lo cual podria potenciar y complejizar el desarrollo de la enfermedad periodontal.
Las cepas de C. albicans positivas para proteinasa se asocian con enfermedad e invasion de
epitelios queratinizados como el de la encia. La invasion y el aumento de la descamacion se
deben a la produccion de hialuronidasa. Dado que las especies bacterianas, como
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Aggregatibacter actinomycetemcomitans
son los patogenos periodontales asociados con mayor frecuencia, la evidencia de la
participacion de la levadura en la enfermedad periodontal sigue siendo subestimada. Los
hongos pueden actuar directamente, junto con patégenos bacterianos subgingivales, o0 como
cofactor al inducir la produccion de citocinas proinflamatorias, que aumentan la aparicion de
pérdida de insercion periodontal y, como resultado, conducen a la aparicion de enfermedad
periodontal. (29, 30, 31, 28, 32) En un trabajo de revision de bibliografia realizado por Suresh
Unniachan y col en 2020 (15) se encontrd que de acuerdo a los trabajos revisados, se puede
concluir que existe una fuerte asociacion entre la presencia de especies de Candida y la
enfermedad periodontal. P. gingivalis facilita el crecimiento de C. albicans en condiciones
aerObicas y anaerobicas. Por lo tanto, es vital examinar la coexistencia de bacterias
periodontopaticas y otros microorganismos para comprender mejor la patogenia de la
periodontitis. Es posible que la coinfeccion de bacterias periodontopaticas y C. albicans tenga

una participacion importante en la inflamacion periodontal. (20)



El raspado y alisado radicular es el “gold standard” en el tratamiento de la periodontitis
cronica. Sin embargo, en algunos pacientes, la periodontitis es resistente al tratamiento
convencional y requiere terapia antibidtica sistémica. Esto puede promover el crecimiento
activo de hongos que afectan negativamente el curso de la enfermedad periodontal (28). Las
levaduras y los patdgenos periodontales pueden interactuar fisica, quimica y metabdlicamente
para influir en la supervivencia microbiana, la colonizacion y la formacion de biopeliculas
(21). El ambiente anaerdbico de la bolsa periodontal puede promover la virulencia de
Candida spp. aumentando la secrecion de proteinasas que dafan los tejidos, modulan la
respuesta inmune y atraen otros periodontopatdogenos (33, 34). Esto contribuye a la formacion

de gruesas biopeliculas polimicrobianas (35, 36, 37).

1.6 Enfermedad Periodontal y Condiciones Sistémicas

En 2013 se publico el informe de consenso que realizaron en conjunto la Federaciéon Europea
de Periodoncia y la Academia Estadounidense de Periodoncia acerca de la periodontitis y su
relacion con condiciones sistémicas (38). En este informe, asi como en otros estudios
realizados sobre el tema, se determino que la enfermedad periodontal constituye una afeccion
de la salud de la poblacion mundial que estd fuertemente asociada con condiciones
sistémicas. La evidencia apunta hacia una asociacion entre infecciones orales, la inflamacion
resultante y enfermedades sistémicas como diabetes mellitus, artritis reumatoide,
enfermedades neurodegenerativas (enfermedad de Alzheimer), aterosclerosis, enfermedad
cardiovascular y accidente cerebrovascular (21, 39, 40). Queda por establecer si los
patogenos periodontales especificos estimulan el desarrollo de enfermedades sistémicas, o si
ciertas enfermedades sistémicas hacen que cambie la abundancia de patégenos periodontales.
Si los patogenos causan enfermedades no orales, entonces representarian objetivos obvios
para la intervencion terapéutica. Pero como minimo, la presencia de patdégenos periodontales
podria usarse como marcador de diagndstico para predecir la susceptibilidad a enfermedades
no orales. (41, 42)

Varios factores aumentan el riesgo de enfermedades periodontales. Estos factores de riesgo,
modificables y no modificables, contribuyen a la importancia clinica de las enfermedades
periodontales. Los patdogenos periodontales podrian promover el desarrollo de enfermedades
no orales directa o indirectamente. Principalmente bacterias anaerobias gramnegativas, que
producen endotoxinas que podrian contribuir directamente a la enfermedad sistémica. (41, 43,

44, 45) Si bien las investigaciones de la base biologica de las conexiones entre las



enfermedades periodontales y las condiciones sistémicas generalmente enfatizaron el
bacterioma, también es biologicamente plausible, bajo una hipdtesis andloga, que otros tipos
de organismos puedan tener un papel similar. Los virus humanos serian "sospechosos"
logicos en este papel, dada su ubicuidad en la cavidad oral, asociacion con enfermedades
periodontales y capacidad para provocar una fuerte respuesta inflamatoria, comprometer las
respuestas inmunitarias y hacer sinergia con las bacterias a favor de un consorcio microbiano

mas patogeno. (46)

1.7 Menopausia y Enfermedad Periodontal

Los cambios endocrinos sustanciales, transitorios, fisioldgicos o patoldgicos, pueden afectar
la condicion periodontal a través de la modulacion de la respuesta inflamatoria, asi como a
través de una accion directa sobre los patogenos periodontales. Manifestaciones periodontales
de las hormonas esteroides sexuales se pueden observar en relaciéon con los cambios
endocrinos que se producen durante la pubertad, el ciclo menstrual, el embarazo y la
menopausia (47). Estos cambios son controlados por los sistemas endocrino y reproductivo.
Por este motivo se ha enfocado la mirada especificamente sobre la asociacion entre el sistema
endocrino y las enfermedades periodontales en el sistema de clasificacion utilizado
actualmente, enfatizando su importancia en el diagnéstico y tratamiento (47, 48). El vinculo
propuesto entre las hormonas esteroides sexuales y la enfermedad periodontal surge del papel
modulador de estas hormonas durante el desarrollo gonadal sobre el sistema inmunitario y el
metabolismo 6sco. (48, 49) Las hormonas esteroides sexuales no solo determinan las
caracteristicas de género, sino que también tienen efectos locales y funcionales que crean un
dialogo entre éstas y el periodonto (48, 49).

Los cambios hormonales en las mujeres aumentan la probabilidad de enfermedad periodontal,
pudiendo experimentar inflamacion gingival antes de la menstruacion y durante la ovulacion
debido a un alto nivel de progesterona que bloquea la reparacion de las fibras de colageno y
provoca la dilatacion de los vasos sanguineos. La deficiencia de estrogeno reduce la densidad
6sea después de la menopausia, lo que puede culminar en la pérdida de hueso alveolar vy,
finalmente, la pérdida de los dientes.

La menopausia es el cese natural del ciclo menstrual de una mujer que generalmente se
observa entre las edades de 45 y 55 afios y marca el final de la fertilidad.

La esperanza de vida femenina es de més de 80 afios, y muchas mujeres viven el 40% de sus

vidas en la menopausia. Esta cohorte representa un gran nimero de los pacientes que se ven



en las préacticas clinicas. A lo largo de la vida de una mujer, el nimero de ovocitos disminuye
constantemente. La menopausia se asocia con sintomas de deficiencia de estrogenos. Los
niveles de estradiol caen gradualmente en los afios previos a la menopausia. Los niveles de
FSH y LH comienzan a elevarse y los niveles de hormonas sexuales comienzan a fluctuar.
Esta etapa de la perimenopausia se caracteriza por una creciente falta de respuesta ovarica y
ovulacion esporadica. Los ciclos anovulatorios indican niveles bajos de estradiol y
progesterona debido a la ausencia de funcion del cuerpo luteo.

Los cambios orales en la menopausia incluyen adelgazamiento de la mucosa oral, malestar
oral (es decir, ardor en la boca), recesion gingival, xerostomia, alteracion del sentido del
gusto, pérdida de hueso alveolar y reabsorcion de la cresta alveolar. (1, 2, 50)

Las fluctuaciones de las hormonas sexuales durante la menopausia se han relacionado con
cambios inflamatorios en la encia, hipertrofia o atrofia. El estrégeno y la progesterona son las
principales hormonas sexuales que pueden afectar el periodonto al influir significativamente
en los diferentes sistemas de organos. (51) El estrogeno afecta la proliferacion celular, la
diferenciacion y la queratinizacion del epitelio gingival. Se han identificado receptores de
hormonas en las capas basales y espinosas del epitelio y los tejidos conectivos, lo que implica
que las encias y otros tejidos orales son objetivos que pueden manifestar deficiencias
hormonales. Los esteroides sexuales afectan directamente los tejidos conectivos, y los
estrogenos aumentan el contenido de liquido intracelular. La deficiencia de estrogeno puede
reducir la formacion de colageno en los tejidos conectivos y disminuir el grosor de la piel.
Las alteraciones en el colageno afectan tejidos como las articulaciones, el cabello, las ufias y
las glandulas. Las hormonas sexuales, principalmente los estrégenos, impiden el progreso de
IL-1, IL12, TNF-alfa y GM-CSF, que tienen una gran participacion detras de la actividad
osteoclastica que conduce a la pérdida de hueso compacto y esponjoso. La sintesis
disminuida de hormonas sexuales juega un papel clave en la inflamacion severa de la encia
adherida, la encia marginal en caso de periodontitis generalizada. Por otro lado, esta
disminucién tiene alguna contribucion al mecanismo de pérdida d6sea del esqueleto. Varias
hormonas sexuales tienen un papel clave en diferentes cambios microvasculares, como la
inflamacién de la capa endotelial del tejido oral, la interrupcion en la formacidon de varios
mastocitos, la formacion de trombos y el proceso de permeabilidad de los vasos puede
volverse mas rapido. (51).

El envejecimiento normal del periodonto es el resultado del envejecimiento celular, que es la
base de los cambios intrinsecos observados en los tejidos orales a lo largo del tiempo. El

proceso de envejecimiento no afecta a todos los tejidos de la misma manera. El tejido



epitelial, que es uno de los componentes principales del periodonto, siempre se renueva. En el
epitelio, una poblaciéon progenitora de células (es decir, células madre) en la capa basal
proporciona nuevas células. Las células de la capa basal son las células menos diferenciadas
del epitelio bucal. Una pequefia subpoblacion de estas células produce células basales y
retiene el potencial proliferativo del tejido. Una subpoblacion mas grande de estas células
(células amplificadoras) produce células disponibles para la maduracion posterior. Esta
poblacion de células en maduracion experimenta continuamente un proceso de diferenciacion
o maduracion. Por definicion, la célula diferenciada (por ej, la célula epitelial) ya no puede
dividirse. Por el contrario, la célula basal permanece como parte de la poblacion progenitora
de células lista para regresar al ciclo mitotico y producir nuevamente ambos tipos de células.
Hay una fuente constante de renovacion.

En el proceso de envejecimiento, la renovacion celular se produce a un ritmo mas lento y con
menos células. El efecto es ralentizar los procesos regenerativos. A medida que las células
progenitoras se desgastan y mueren, cada vez hay menos de estas células para reemplazar a
las muertas. Este efecto es caracteristico de los cambios bioldgicos que ocurren con el
envejecimiento. Con el envejecimiento, las células madre sufren un agotamiento que afecta el
potencial regenerativo del organismo. Se han documentado reducciones en el nimero de
células madre y en su respuesta a estimulos en su entorno local. A través de la accion de los
gerontogenes o la senescencia replicativa (es decir, el limite de Haylick y el acortamiento de
los telomeros), el namero de células progenitoras disminuye. El componente celular
disminuido tiene el efecto concomitante de disminuir tanto las reservas celulares como la
sintesis de proteinas. Esto hace que el tejido epitelial oral se adelgace, con una
queratinizacion reducida. (1, 2, 3, 50) Mientras que el epitelio oral y el epitelio sulcular
tienen una funcion en gran medida protectora, el epitelio de unién cumple muchas mas
funciones y tiene una importancia considerable en la regulacion de la salud de los tejidos.
Hoy en dia se reconoce que las células epiteliales no son espectadores pasivos en los tejidos
gingivales; mas bien, son metabdlicamente activas y capaces de reaccionar a estimulos
externos mediante la sintesis de varias citocinas, moléculas de adhesion, factores de
crecimiento y enzimas. El grado de queratinizacion gingival disminuye con la edad y el inicio
de la menopausia.

Los trastornos orales no son una caracteristica comtn de la menopausia, pero algunas mujeres
sufren ciertas afecciones como la gingivoestomatitis menopdusica que se caracteriza por
mucosa oral seca y brillante y encia que puede aparecer anormalmente palida o de color rojo

brillante con tendencia a sangrar con facilidad. (50) Los cambios gingivales mas cominmente



informados que se observan en mujeres de esta edad son de naturaleza descamativa y se
caracterizan por una superficie gingival lisa y pulida, apariencia moteada. Pero es dificil
relacionar las hormonas sexuales con la patogenia gingivo-periodontal debido a su etiologia
multifactorial. (52) Segin un estudio de 2018 la evidencia tenderia a apoyar mas el efecto de
las perturbaciones de las hormonas esteroides sexuales en una enfermedad periodontal
existente que sobre el inicio de la enfermedad. (49)

Una de las enfermedades mas comunes que se observan a esta edad es la osteoporosis. Puede
ser un factor que contribuya a agravar la periodontitis preexistente. El proceso alveolar tiene
una capacidad endocrina similar a la del sistema esquelético (53, 54). Dado que la
remodelacion dsea estd regulada por factores locales y sistémicos, la pérdida dsea sistémica
puede contribuir a la pérdida 6sea local o viceversa. La evidencia de la posible asociacion
entre la menopausia y la enfermedad periodontal es realizada en términos de niveles de
marcadores de recambio 6seo investigados en mujeres con perimenopausia y posmenopausia.
Un estudio de 2017 de casos y controles comparo los niveles de fosfatasa alcalina en saliva
en mujeres posmenopausicas segun su estado periodontal y mostrdé que los niveles elevados
de marcadores se observan principalmente en mujeres afectadas por periodontitis (54, 55).
Otros estudios similares que evaluaron la progresion de la enfermedad periodontal no
pudieron demostrar cambios significativos. Ademas, se evaluaron los efectos de la terapia
periodontal no quirdrgica sobre los marcadores locales de osteoprotegerina en mujeres
premenopausicas 'y posmenopausicas con o sin periodontitis. Aunque el tratamiento
periodontal mejord la condicion periodontal clinica, el efecto positivo logrado no tuvo
impacto en los niveles de marcadores investigados sin depender del estado menopausico. Del
mismo modo, la evidencia clinica reciente no es suficiente para establecer la causalidad entre
la baja densidad mineral 6sea sistémica y la pérdida de dientes (54).

La revision periddica y la actualizacion del historial médico y el estado oral son esenciales
para estas pacientes. (54, 56, 50, 52, 57, 58, 59, 60) El uso de la TRH? ha sido ampliamente
estudiado y no solo se sabe que reduce el riesgo de osteoporosis e infarto de miocardio e
incluso retrasa la aparicion de la enfermedad de Alzheimer, sino que también afecta al
periodonto. Las mujeres posmenopausicas que no toman TRH tienen 2,1 veces mas
probabilidades de tener periodontitis que las mujeres premenopdusicas.(52, 55, 57) Un

estudio longitudinal de 42,171 mujeres en sus etapas posmenopausicas mostré que el

2 Terapia de reemplazo hormonal



tratamiento de la osteoporosis con terapia hormonal con estrégeno resulté en una reduccion

de la pérdida de dientes. (42, 44, 47, 54).

1.8 Diversidad del microbioma oral y Menopausia

En un estudio reciente de Soliman et al, se estudid el uso de la terapia hormonal (HT) en la
menopausia y el microbioma subgingival. La abundancia relativa de varias bacterias
subgingivales diferia significativamente entre las usuarias actuales y las nunca usuarias de
TRH en una cohorte de mujeres posmenopdusicas. Se necesitan estudios adicionales para
determinar hasta qué punto estas relaciones podrian explicar la asociacion inversa
previamente informada entre el uso de TRH y la enfermedad periodontal en mujeres mayores.
(61) . La homeostasis del periodonto implica complejas relaciones multifactoriales en las que
el sistema endocrino juega un papel importante, y estd bien documentado que las
manifestaciones periodontales ocurren cuando se produce un desequilibrio de las hormonas
esteroides. (62) Las hormonas sexuales femeninas afectan la composicion del microbioma
oral, tanto cualitativa como cuantitativamente (63). Esto se ha demostrado en la encia; sobre
fibras periosticas, fibroblastos dispersos de la ldmina propia, fibroblastos del ligamento
periodontal y osteoblastos (63). Ademas, durante la menopausia, la mujer experimenta
xerostomia, hiposalivacion y alteraciones del gusto, lo que influye en el microbioma salival
hasta la gingivoestomatitis menopausica.(64)

Los efectos de las hormonas gonadales sobre los organismos microbianos orales han sido
revisados exhaustivamente por Kumar (65), quien sefiala que siguiendo el paradigma
predominante de que los esteroides sexuales afectan a las bacterias subgingivales, se
esperaria que los efectos acumulativos del ciclo hormonal de la mujer a lo largo de la vida
causara cambios a largo plazo en el microbioma subgingival femenino. No obstante, los datos
disponibles indican que, aunque los esteroides sexuales femeninos alteran las superficies de
las mucosas, el efecto sobre las biopeliculas asociadas a las mucosas no es tan evidente. Por
lo tanto, existen opiniones divergentes sobre el efecto de las hormonas ovdricas en los
ecosistemas microbianos complejos del cuerpo humano.

En este aspecto algunos trabajos de investigacion sugirieron que los aumentos en los
esteroides sexuales femeninos llevaron a una colonizacion preferencial por Bacteroides de
pigmento negro, especialmente P. intermedia. La evidencia para apoyar esto proviene de los

siguientes datos:



1. Se encontraron niveles mds altos de Bacteroides de pigmento negro en mujeres
embarazadas que en mujeres no embarazadas.

2. Se encontraron niveles mas altos de Bacteroides de pigmento negro en mujeres que usaban
anticonceptivos orales.

3. El estrogeno y la progesterona sustituyen a la vitamina K, un nutriente importante para los
Bacteroides de pigmentacion negra.

Sin embargo, varias variables de confusion afectan a estos estudios, la mas importante de las
cuales es que el microbioma subgingival se ve afectado por varios factores ambientales,
incluida la inflamacion. Como las hormonas ovéricas ejercen un efecto predominantemente
proinflamatorio sobre la encia, es dificil separar los efectos directos de los esteroides sexuales
femeninos de los efectos de la inflamacion gingival en la comunidad gingival. Otros factores
que deben tenerse en cuenta son que muy pocos estudios demuestran una correlacion positiva
entre los niveles hormonales y bacterianos, y las correlaciones positivas entre la inflamacion
gingival y los perfiles bacterianos son consistentes en todos los estudios. (66) Las especies de
Prevotella se encuentran en la salud y la enfermedad periodontal, y muestran una mayor
prevalencia en sitios con profundidades de sondaje profundas e inflamacion. A este respecto
cabe destacar el rol de asociaciéon que juega Candida spp con P. Intermedia, como
mencionaramos anteriormente (61, 64, 65, 66) y su relaciéon con la mayor virulencia y

patogenicidad ante esta asociacion.

2. Objetivos

2.1.  Demostrar la prevalencia de especies de levaduras en biopelicula subgingival
y en distintos sitios de mucosa bucal (lengua, carrillo y paladar), en pacientes
en etapa peri y post-menopausica que padecen enfermedad periodontal.

2.2.  Estudiar la variacion de diferentes especies de Candida en las bolsas
periodontales de mujeres en etapa post-menopausica y peri-menopausica

2.3.  Comparar los resultados obtenidos con la media poblacional de otros grupos

etarios que también padecen enfermedad periodontal.

3. Hipotesis

La prevalencia de Candida spp en bolsas periodontales varia junto con las variaciones
hormonales de pacientes peri y post-menopausicas, y estas variaciones influyen en la
progresion de la enfermedad periodontal en estas pacientes, relacionandose ademas con otros

desordenes de caracter sistémico.



4. Justificacion

Creemos que el estudio es relevante debido a que es escasa la informacion con respecto a este

tema en relacion a la poblacion en estudio.

4.1 Viabilidad del estudio:

Creemos que el estudio es viable y susceptible de ser puesto en practica ya que la persona que
lo realizara es odontologa y se desempefia como tal en su consultorio desde hace mas de 20
anos. Las pacientes que constituyen la poblacion de interés para este estudio concurren
habitualmente a la atencion en este ambito y atienden su salud dento-gingival con la

odontologa que realizara la investigacion en cuestion.

4.2 Deficiencias en el conocimiento del problema que orientan al estudio

Si bien la poblacion de mujeres en etapa peri y post-menopausica en Argentina, segun
proyeccion del INDEC (67), es de aproximadamente 8 millones, no contamos con
informacion relacionada con la prevalencia de enfermedad periodontal y sus caracteristicas
para esta poblacion.

Aunque numerosos estudios sefialan la presencia de Candida spp en bolsas periodontales, las
cuales actiian como reservorios de este microorganismo; la relacion entre la prevalencia de
Céandida spp en asociacion con la enfermedad periodontal y su posible incidencia en la
complejizacion y gravedad de la enfermedad periodontal ha sido poco estudiada para esta
poblacion.

Adicionalmente no se ha hallado una considerable cantidad de estudios que relacionen la
presencia de Candida spp en el microbioma oral de esta poblacion en particular en relacion

con su proporcion, variacion y gravedad de las manifestaciones de la enfermedad periodontal.

5. Materiales y Métodos

La participacion de los pacientes en el estudio fue voluntaria y todas dieron su
consentimiento informado (Anexo I).

La poblacion accesible fueron 25 pacientes de sexo femenino, adultas, en etapa de
menopausia 0 perimenopausia, inmunocompetentes, no fumadoras, con diferentes estadios y

grados de enfermedad periodontal que concurren a tratar su enfermedad al consultorio



particular de la Od. que escribe esta tesis. La edad de las pacientes fue de 49 a 89 afios, 2 en
etapa perimenopdusica y 23 en etapa de menopausia.

A cada paciente se le realizé una historia clinica con sus antecedentes personales y familiares,
se completd el odontograma segun revisacion clinica y la medicion de indicadores clinicos
con sonda periodontal de presion controlada (Anexos II y III):

Profundidad de sondaje (PS) se realizd en todas las piezas dentarias en sus cuatro caras:
mesial, vestibular, distal y palatino/lingual. Considerada normal hasta 3 milimetros alrededor
de las piezas dentarias, y se consider6d para evaluacion a aquellas piezas dentarias cuya PS

fuera la mayor.

5.1 Criterios de inclusion y exclusion

Pacientes de sexo femenino, de 48 afios en adelante, que estén en etapa peri o
post-menopausica, que no reciban tratamiento de reemplazo hormonal, y que presenten
patologia periodontal en estadios II en adelante, que viven en la Ciudad Auténoma de Buenos
Aires, a las cuales se les haya diagnosticado presencia de enfermedad periodontal.

El tipo de muestreo a realizar serd no probabilistico y de conveniencia. Se evaluara a las
pacientes que concurran a la consulta odontologica en consultorio, dentro del marco de la
practica privada de odontologia general, entre marzo de 2022 y agosto de 2022 a las cuales se
les haya diagnosticado la presencia de enfermedad periodontal a través de los métodos de
diagndstico habituales del ejercicio de la odontologia en el consultorio donde se registraran
las muestras.

También quedaron excluidas aquellas pacientes que no otorgaron su consentimiento a

participar en el estudio luego de haber sido debidamente informados (Anexo 1).

5.2. Criterios de eliminacion

Por cuestiones éticas, quedaron eliminadas aquellas pacientes que requirieron la aplicacion de

terapias complementarias quirargicas y/o farmacologicas, locales o sistémicas

5.3 Diseno Observacional:

Se realizara un estudio de observacion, ya que el investigador no interviene en la accion de la
variable independiente, sino que lo hace la naturaleza.
Este estudio sera analitico, ya que el investigador busca una relacion causal o de asociacion

entre las variables con los elementos de la hipdtesis.



Con respecto a la secuencia en el tiempo, el estudio es de tipo casos y controles, individual,
de incidencia y retrospectivo.
La cohorte de casos se constituira seleccionando a un conjunto de pacientes que tienen como
caracteristicas comunes estar en periodo peri o post-menopausico y padecer enfermedad
periodontal, la cual sera tratada en el consultorio odontoloégico a donde concurren a realizar
consulta. Las pacientes seran observadas durante el periodo que dure el tratamiento requerido
y su mantenimiento, y se tratard su enfermedad periodontal, con la finalidad de analizar la
evolucion de su estado de salud.
Una vez obtenidos todos los datos pertinentes, se dividira la cohorte en grupos segun el
estadio y grado de enfermedad periodontal desarrollada, de acuerdo a la nueva clasificacion
de enfermedades gingivo-muco-periodontales y peri-implantarias (69, 70), segiin presencia
de restauraciones protésicas en boca y/o uso de placas para bruxismo, y/o uso de elementos
ortodoncicos (si los hubiere) y se comparara la composicion y el volumen de Candida spp y
sus variaciones entre grupos.
Se notaran los casos en los que las pacientes estén tomando medicacion sistémica debido a
que se desea evitar la influencia de la toma de medicacion como variables confundidora.
Una vez seleccionadas las pacientes se realizaron los siguientes procedimientos:

* Firma de consentimiento informado (Anexo 1).

* Actualizacion de historia médica general.

* Examen clinico de tejidos blandos y dentales.

* Toma de las muestras microbiologicas.

» Medicion de profundidades de surcos periodontales y sangrado al sondaje.

* Instrucciones de higiene e informe de diagnésticos para tratamiento en los casos que
lo necesitaran.
Para cumplir con el objetivo 2.3 “Comparar los resultados obtenidos con la media
poblacional de otros grupos etarios que también padecen enfermedad periodontal”, se
compararan estos resultados con el grupo de control, el cual estard constituido por los
resultados obtenidos en estudios similares para pacientes con enfermedad periodontal que no
estén en periodo de menopausia, llevados a cabo por otros autores en sus trabajos de
investigacion. De los trabajos estudiados (62, 64, 65, 71, 72, 73, 74) elegimos para la
comparacion la investigacion llevada a cabo por Jabri et al (72) porque utiliza los mismos
estandares y las mismas categorias para medir la enfermedad periodontal que utilizamos en
este trabajo. Cabe destacar, no obstante, la diferencia geografica de las poblaciones de ambos

estudios.



Para cumplir con el objetivo

Fig 1: Puntos de sondaje que se evaluaronen  Fig 2: Medicion de bolsa periodontal con
cada pieza dentaria. sonda de tipo Marquis marca Hu-Friedy®

Se estudiara asimismo la variacion en la presencia de Candida spp dentro de la muestra
observada segun otras variables como estadio y grado de la enfermedad periodontal, y uso de
elementos protésicos, a fin de cumplir con el objetivo 2.2 “Estudiar la variacion de diferentes
especies de Candida en las bolsas periodontales de mujeres en etapa post-menopausica y

peri-menopausica’.

5.4 Unidades experimentales o unidades de andlisis

La muestra la constituy6 la poblacion accesible que cumplio con los criterios de inclusion y
exclusion. Se evaluaron en el consultorio 50 pacientes, de las cuales so6lo 25 cumplian con
estos criterios. Los principales motivos por los cuales se consider6 que las otras pacientes no
cumplian con los criterios de inclusion y exclusion fueron:

a) Recibia terapia de reemplazo hormonal (5 pacientes)

b) Recibi6 tratamiento con antifungicos o antimicrobianos por via sistémica en los
ultimos 3 meses, de las cuales en su mayoria se tratd de pacientes que recibian
tratamiento por onicomicosis. (5 pacientes)

c) No deseaba participar del estudio (3 pacientes)

d) Padecia gingivitis pero no periodontitis. (8 pacientes)

e) En estado de salud periodontal y gingival (4 pacientes)

5.5 Variable Independiente:

Presencia de Céandida spp en bolsas periodontales de pacientes de sexo femenino en etapas

peri y post-menopdusica.



5.6 Variables dependientes:

1) Variacion de la composicion y proporcion de Candida spp en bolsas periodontales
de pacientes peri y post-menopausica.

2) Posible relacion de elementos protéticos en boca con la presencia de Candida spp.

5.7 Consideraciones éticas

Se dio cumplimiento a lo establecido en la Ley 25326 (Proteccion de Datos Personales), que
garantiza una adecuada disociacion de los datos e impide identificar a los sujetos. Ademas, en
la encuesta se informo convenientemente a los sujetos sobre los alcances de la investigacion,

considerando su participacion y firma de hoja de consentimiento informado como aceptacion.

5.8 Recoleccion de las muestras de mucosa bucal

Previo a la toma de material clinico la paciente leyd y firmé el consentimiento informado
(Anexo I). Se solicitd a cada paciente que hiciera un enjuague bucal con agua destilada
estéril. Luego se realizd un hisopado de carrillos, lengua y paladar con hisopos estériles. Se
guardaron rotulados por separado en tubos Eppendorf con 100 ml de agua destilada estéril.
Los materiales e instrumental utilizados para este estudio fueron esterilizados con nivel
pridnico como aconseja la Organizacion Mundial de la Salud (O.M.S.) en autoclave a 134°C
durante 18 minutos de meseta, en el consultorio donde se tomaron las muestras, supervisado

por tiras reactivas de las marcas Kims e Integron. (75)
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5.9 Recoleccion de las muestras de surcos periodontales

Para tomar las muestras se elimin6 la biopelicula supragingival con cureta de periodoncia
Hu-Friedy, se froto la superficie dentaria con gasa estéril, se aislo el sector con rollos de
algodon estériles y se utilizo suctor de alta potencia. Se recolectd biopelicula subgingival de
los surcos con una cureta Hu-Friedy en bolsa periodontal de 4mm o mas, eligiendo aquellas
piezas dentarias y caras con mayor profundidad de sondaje, y se colocé la muestra de biofilm
subgingival en un tubo Eppendorf con solucion fisiologica estéril a fin de realizar los estudios
microbiologicos de rutina.

Con un hisopo estéril se tom6 muestra por los tejidos blandos orales y se coloco en otro tubo
Eppendorf acondicionado como el anterior, al cual se le realizaron los mismos estudios
microbioldgicos de rutina que al tubo anterior.

Las muestras se identificaron con un niumero otorgado a cada paciente y asentado en la ficha

periodontal de cada una, mencionando el sextante en el cual se tomd la muestra.

5.10 Procesamiento de las muestras:

5.10.1 Estudio micologico convencional

Para llevar a cabo el objetivo 2.1.: “Demostrar la prevalencia de especies de levaduras en
biopelicula subgingival y en distintos sitios de mucosa bucal (lengua, carillo y paladar), en en
pacientes en etapa peri y post-menopdusica que padecen enfermedad periodontal”, se

procesaron las muestras de la siguiente forma:

5.10.1.1 Examen directo y cultivo

Se realizaron estudios microscopicos en fresco (Fig. 4), tinciones de Gram-Nicolle y de
Giemsa, y se sembraron en medios solido cromogénico diferencial (CHROMagar Company,
Paris, Francia), que también fueron utilizados en otros estudios y nos parecioé oportuno a fin
de poder realizar comparaciones (76, 77, 78). Se incubaron a 37° C durante una semana,

observando diariamente la presencia de desarrollo.
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Fig. 4, En fresco se pueden ver caracteristicas Fig 5: Esquema de clamidoconidios, que se forman ante
fenotipicas como la presencia de clamidoconidios y la adversidad de las condiciones del medio.

pseudomicelios

5.10.1.2 Identificacion de los aislamientos

Los aislamientos se identificaron sobre la base del color desarrollado en el medio
cromogénico, observandose la presencia de una o mas especies, micromorfologia en agar
leche 1%-Tween 80 (103) y perfil de asimilacion de carbohidratos por sistemas comerciales
API ID 32D (®BioMe¢érieux, Francia). Las levaduras obtenidas fueron realizadas en las
mismas condiciones del cultivo primario en agar Sabouraud a fin de obtener aislamientos
puros para su identificacion. Los mismos se conservaron en agua con glicerina (20%) a -20°C
y a -70° C. Esto se realiz6 con la finalidad de cumplir con el objetivo 2.2. “Estudiar la
variacion de diferentes especies de Candida en las bolsas periodontales de mujeres en etapa

post-menopausica y peri-menopausica”.

5.10.1.3 Procesamiento y analisis estadistico de los datos

Los resultados se volcaron en tablas del programa Calc de la suite de oficina de LibreOffice
para su procesamiento.

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos, se utilizaron los programas epi-info y los
programas GNU pspp version 1.4.1 y JASP 0.16.4.

Se calcularon porcentajes, promedios e intervalos de confianza. Los mismos se estimaron con

un nivel de confianza del 95% mediante el programa StatCalc de Epilnfo.



La comparacion de promedios de los indices clinicos se realizd mediante el test de ANOVA,
con la finalidad de cumplir con el objetivo 2.3 “Comparar los resultados obtenidos con la

media poblacional de otros grupos etarios que también padecen enfermedad periodontal”.

6. Resultados

6.1 Caracteristicas clinicas de las pacientes estudiadas

Se estudiaron 25 pacientes mujeres, inmunocompetentes, de una edad promedio de 65,64
afios de edad, las cuales no habian recibido previamente tratamiento local ni sistémico con
antifungicos durante el transcurso de por lo menos un ano. Ninguna de las pacientes estaba
recibiendo tratamiento de reemplazo hormonal desde hacia por lo menos un afio cuando se
tomaron las muestras. Dos de las pacientes estdn en etapa perimenopdausica, no habiendo
menstruado durante mas de 3 meses pero menos de 12 meses. El promedio de dientes en boca
fue de 18,36 contra la cantidad de 32 dientes en boca de un adulto, es decir el 57% de las
piezas dentarias estaban presentes en boca. El 13% de las pacientes son fumadoras, y el 16%

son ex-fumadoras que cesaron su tabaquismo hace por lo menos 2 afios. Las 25 pacientes

Diagnostico

Estadio de Enfermedad Periodontal de las pacientes estudiadas

Estadio 3 Estadio 1
24.0% 24.0%
Estadio 2

52.0%

Grafico 1: Distribucion de estadios de enfermedad periodontal en la poblacion estudiada.




estudiadas tenian en total 12 implantes instalados, el promedio de dientes con proétesis fija fue
de 14,59, y el 56% usaban protesis removible, aunque 2 de ellas expresaron no usarla para
comer.

Todas las pacientes que integraron la cohorte cumplian con los criterios de inclusion y
exclusion detallados en 5.1.

Las muestras fueron tomadas en el consultorio odontolégico de las odontdlogas Secreto, Elba
Beatriz y Claudia Liliana, donde las pacientes habitualmente se atienden.

Debido a la cuarentena impuesta por causa de la pandemia de covid-19, las pacientes no
habian concurrido a realizar tratamiento odontologico desde marzo de 2020 hasta después de
marzo de 2022. Todas la pacientes declararon haber recibido por lo menos 3 (tres) dosis de
vacuna para covid-19 en el momento de realizar la toma, y 9 de ellas declararon haber
padecido la forma leve de infeccion por covid-19 dos (2) meses o més anteriores a la toma de

muestras.

Caracteristicas Clinicas de las Pacientes Estudiadas

Edad 65,64 Promedio

Fumadoras 13% Porcentaje

341 Valor absoluto

Piezas dentarias ausentes
13,64 Promedio

Implantes presentes 12

Pacientes portadoras de protesis fija (sola o 14
combinada con protesis removible)

Valores absolutos
Portadoras de Protesis Removible inicamente 8

Portadora de Proétesis Removible Cobalto Cromo 7
(sin combinacion con protesis acrilica)

Tabla 1: Caracteristicas Clinicas de la muestra



Tipo de Proétesis Removible
Parcial Acrilica y Co-Cr Solo Completa
6.7% 13.3%
Parcia Co-Cr Parcial Acrilica
46.7% 33.3%
Grafico 2: Tipo de PPR que usan las pacientes estudiadas.
Uso de Proétesis
Presencia de restauraciones protéticas en las pacientes estudiadas
8
6
4
2
0
Sin Protesis Protesis  Implantes Fija y Fija e Removible Fija,
Protesis Fija Removible s/carga Removile Implantes e Removible
implantes e
Implantes
Grafico 3: Distintos tipos de protesis

6.2 Estudios micolégicos: Examen directo y cultivo

Se procesaron la totalidad de las muestras obtenidas: 25 de cavidad bucal y 25 de surcos

periodontales, entre los cuales se eligieron los de mayor profundidad en cada boca, y se



hicieron observaciones en microscopio Optico de los frescos y tinciones que permitieron
reconocer la presencia de levaduras y algunas caracteristicas particulares como
pseudomicelios.

Si bien los medios cromogénicos han demostrado ser utiles para el hallazgo de més de una
especie de levadura en muchos materiales clinicos, encontramos poca informacion en la
literatura especializada acerca de su utilizacion en muestras procedentes de surcos
periodontales y su comparacion con los medios de cultivos tradicionales.

Ambos medios solidos empleados, Sabouraud y CHROMagar Candida, permitieron el
aislamiento primario de los hongos por igual.

Las muestras fueron sembradas directamente en medio cromogénico.

De todos los sitios estudiados C. albicans es la especie predominante. Siguen en prevalencia
C. kruzei, C. parapsilosis, C. glabrata, y C. tropicalis. Este resultado coincide con los

hallados por otros autores. (79, 80, 81, 82)

6.3 Distribucion de levaduras segun el estadio de enfermedad periodontal.

Para analizar los cultivos positivos y negativos segun el estadio de enfermedad periodontal se
tomaron en consideracion las pautas de la nueva clasificacion de las enfermedades
periodontales y periimplantarias (69, 70) y se formaron tres grupos con los estadios en que se
clasificé la progresion de la patologia de las pacientes. Un grupo en estadio 1 (6 casos), otro
en estadio 2 (13 casos) y otro en estadio 3 (6 casos). Cinco de los casos estudiados registraron
un grado C de progresion, el resto se les diagnostico grado B de progresion. En todos los

casos el diagnostico fue realizado por la misma odontologa.



Proporcion de casos positivos
Distribucion por estadios

B Negativo [ Positivo
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Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3

Grafico 4: Proporciones de casos positivos y negativos seglin estadio de la enfermedad periodontal.

Positivo en | Positivo en bolsa
cav. bucal periodontal

Estadio 1 4 1

(N=6)

Estadio 2 6 5

(N=13)

Estadio 3 4 4

(N=6)

Tabla 2: Distribucion de cultivos positivos y negativos en mucosa y surco.

En el grafico N°4 podemos observar que en los 6 casos en estadio 1 de progresion de la
enfermedad periodontal se presentaron 4 casos positivos (66,6%) y 2 negativos (33,3%), en
cavidad bucal, pero solo 1 caso positivo en surco periodontal (16.6%). De los 13 casos en
estadio 2, se observaron 6 casos de cultivos positivos (46%) y 7 negativos (54%) en cavidad
bucal, pero 5 positivos en surco periodontal (38,46%); Finalmente de los 6 casos en estadio 3,
los cultivos positivos fueron 4 casos (66,6%) y los negativos 2 casos (33,3%) tanto en
cavidad bucal como en surco periodontal. Cabe destacar que de las 3 pacientes a las que se

les diagnosticé grado C de progresion de la enfermedad periodontal (progresion rapida o



impredecible por factores de riesgo asociados) la totalidad dieron cultivos positivos en
cavidad bucal y en bolsa periodontal.
Este andlisis permite inferir que en esta poblacion, la presencia de especies de Candida spp

podria tener una leve asociacion con la severidad de la enfermedad periodontal.

6.4 Distribucion de levaduras como especie Gnica 0 asociaciones en mucosa

Los cultivos positivos de mucosa y surco periodontal estudiados se analizaron en relacion a la
presencia de una o mas especies de levaduras halladas en cada sitio. Del total de casos
positivos de colonizacion de levaduras en mucosa (n=14), 10 casos fueron encontrados como

unica especie, y 4 como asociacion.

Distribuién de levaduras en pacientes positivas

B C. Albicans unica [l C. noalbicans tnica [ Asociaciones

10

Positivas mucosa Positivas bolsa

Distribucién de Levaduras en mucosa y surco

Grafico 5: Distribucion de levaduras en las pacientes con resultado positivo.

6.5 Distribucion de levaduras como especie Unica 0 asociaciones en Surcos
periodontales

También se analizaron las asociaciones de las levaduras encontradas en los surcos
periodontales. De los 25 sitios totales, 13 dieron resultados negativos para la colonizaciéon de
levaduras (52%). De los 12 positivos restantes todos los casos fueron colonizaciones como

especie unica, como se plasmo en el grafico 5.



6.6 Distribucion de especies de levaduras en ambos nichos ecologicos

Comparamos las proporciones de levaduras encontradas en los tejidos blandos y en los surcos
periodontales en relacion con el nimero de pacientes que participaron en este estudio (N=25).
En los casos estudiados (N=25) se relacionaron los cultivos positivos y negativos de mucosa
y surcos periodontales de cada paciente. En 14 casos positivos de colonizacion de levaduras
en mucosa 12 tuvieron colonizacion positiva en los surcos y 2 fueron negativos. De los 11
casos restantes que tuvieron resultados negativos en las mucosas todos fueron negativos en
surcos. No se encontrd ninglin caso en que tuviera resultado negativo en mucosa y positivo en
surco.

Estos resultados sugieren que existe una implicancia directa entre la presencia positiva de

levaduras en mucosa y su presencia en los surcos periodontales.

Relacion de cultivos positivos y negativos en surco y en mucosa
Cultivo en mucosas Cultivo en surco periodontal | Casos
Negativo Positivo 0
Positivo Negativo 2
Negativo Negativo 11
Positivo Positivo 12
Total de Pacientes 25
Tabla 3

6.7 Distribucion de levaduras segtn tipo de protesis




Fig 6: Estomatitis paraprotética, ocasionada por Fig7: Placa de bruxismo en deficiente estado de
Candida preservacion.

Del total de 25 pacientes estudiadas (N=25) 22 usan algtn tipo de elemento protésico para
reemplazar todas o algunas de las piezas dentarias ausentes.

Entre las pacientes que usan protesis removible podemos diferenciar a las que usan protesis
completa vs las que usan protesis parcial, y entre estas ultimas, entre las que usan protesis
parcial de acrilico y las que usan protesis parcial de cobalto-cromo. Ninguna de las pacientes
estudiadas usaba protesis flexibles, y ninguna de las protesis estaba rota. Ninguna de las
pacientes estudiadas usaba protesis removible sobre implantes. Dos (2) pacientes usaban

placa de bruxismo, y otras 2 la tienen pero no la usan o s6lo la usan esporadicamente.

Distribucién segun tipo de proétesis

B Positivos en bolsa periodontal [l Positivos en cavidad bucal

Sin prétesis Solo protesis Solo fija e Solo removible Solo removible Protesis fijay  Fija, removible
fija implantes de acrilico de acrilico y removible sin e implantes
Co-Cr implantes

Grifico 5: Resultados positivos y negativos segun tipo de protesis.

7. Discusion

7.1 Caracteristicas clinicas de las pacientes seleccionadas.

Se estudiaron 25 pacientes de sexo femenino con una edad promedio de 65.64 afios. Estas
pacientes no habian recibido tratamiento local previo ni sistémico con antifingicos y tampoco

habian recibido terapia de reemplazo hormonal. La distribucion de edades de las pacientes



agrupadas segun los resultados positivos o negativos (positivas vs negativas) de los cultivos
fue similar, con pacientes de mayor edad en el extremo superior del grupo de negativas y de
menor edad en el extremo inferior del mismo grupo. No obstante, la diferencia entre los
promedios de edades de ambos grupos fue inferior a 10 (70 afios para las positivas, con un EE
de 2,64 y 77 para las negativas, con un EE de 4,36). El grupo de negativas contd con una
paciente de 89 afios y dos de 49 afios. Si removemos estos dos extremos que no se encuentran
representados en el grupo de positivas, el promedio de edad de las pacientes con resultado
negativo de 50 a 79 afos es de 64,87 afios, con un EE de 3,09. Pensamos que estas

variaciones en error estdndar se deben al tamafio de la muestra, y seria interesante poder

Distribucion por edad de positivas y negativas
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repetir este estudio con una muestra mayor de pacientes.

El 13% de las pacientes fueron fumadoras. El1 12% de las pacientes eran diabéticas (diabetes
tipo 2 en todos los casos) y el 36% eran hipertensas y estaban medicadas. Esta poblacion
tenia un promedio de 18,36 dientes presentes cuando en un adulto los dientes totales son 32,
(es decir, el 57, 37% de las piezas dentales de un adulto) y de un total de 459 piezas presentes

en boca, 67 portaban protesis fija, es decir el 14,59%).



De las 25 pacientes, 14 tenian rehabilitacion con protesis removibles de la cuales 7 tenian
exclusivamente protesis de cobalto-cromo, y 7 tenian alguna protesis de acrilico. De las 25
pacientes, 15 tenian protesis fija. De estas, 4 tenian ademas protesis fija sobre implantes.
Ninguna usaba proétesis removible sobre implantes y ninguna tenia implantes sin corona.

De las 25 pacientes 6 estaban en un estadio 3 de enfermedad periodontal (69, 70) de las
cuales 4 ademas tenian grado C de progresion, y las otras 2, grado B; 13 de las pacientes
estaban en estadio 2 de extension, y 12 de ellas tenian un grado B de progresion mientras que
una tenia grado C. Cuatro (4) pacientes se encontraban en estadio 1 de extension, y las cuatro
tenian grado B de progresion. Ninguna paciente tenia grado A de progresion. Entre las
pacientes que se encontraban en estadio 3 de extension, 4 dieron resultado positivo para
Candida spp en mucosa oral y surco periodontal; de las 13 que se encontraban en estadio 2 de
progresion 6 dieron resultado positivo para cultivo de Candida spp en mucosa bucal y 5
dieron resultado positivo para presencia de Candida spp en bolsa periodontal. La tnica
paciente que tuvo estadio 2 y grado C de progresion, dio resultado positivo para Candida spp
en mucosa bucal y en surco periodontal. De las 6 pacientes que se encontraban en estadio 1
de extension, 4 dieron resultado positivo para presencia de Candida spp en mucosa bucal, y 3
dieron resultado positivo para presencia de Candida spp en bolsa periodontal.

Las muestras fueron tomadas en los consultorios de las Odontélogas E.B. Secreto y C.L.
Secreto, que se encuentra en la Comuna 4 de la Ciudad Autonoma de Buenos Aires, donde la
totalidad de las pacientes que conforman la muestra poblacional atienden su salud bucal.

Todas las pacientes viven o trabajan en la zona.

7.2 Estudios micoldgicos: Examen directo y cultivo

La totalidad de muestras obtenidas en este trabajo, 25 surcos periodontales y 25 hisopados de
mucosa bucal, se procesaron utilizando una metodologia directa de diagnostico fingico, es
decir microscopia y cultivo. Con respecto a las observaciones microscopicas, el fresco fue
util para la identificacion rapida de levaduras y/o pseudomicelios en las muestras. Si bien no
se realizaron tinciones especificas para hongos, las tinciones de Gram-Nicolle y Giemsa
facilitaron la visualizacion de los elementos fungicos en las muestras. Ambos procedimientos
permitieron un diagnostico presuntivo de infeccion fingica en surco periodontal y una mejor
interpretacion de los cultivos, ya que el valor de los mismos puede ser controvertido con

estudios microscopicos negativos, debido a que Candida spp pertenece a la microbiota



habitual de cavidad bucal. Estos procedimientos presentan también, como ventaja, su bajo
costo y sencillez, pudiéndose implementar en laboratorios de baja complejidad.

Realizamos una comparacion de los resultados hallados para la poblacion n=25 de pacientes
periodontales en etapa menopausica respecto de la poblacion periodontal joven que
estudiaron Jabri et al (72) y obtuvimos un resultado de OR de 2,1891 que indicaria que la

presencia de Candida spp es més frecuente en las pacientes menopausicas que en pacientes

jovenes.
Menopausicas | Jovenes Totales
Positivas Candida | 14 25 39
Negativas Candida | 11 43 54
Totales 25 68 93

Tabla 4: Comparacion con pacientes jovenes.

A nivel epidemioldgico, tomando los mismos valores de la tabla N*4 obtuvimos un valor de
RAP de 0,0651 y un RAP% de 24,22%.

El cultivo permiti6 la recuperacion y posterior identificacion de especies de levaduras
presentes en las muestras.

En este estudio, la siembra directa de las muestras en medio de CHROMagar Candida facilitd
la identificacion presuntiva de C. albicans, C. kruzei, C. tropicalis, C. glabrata y C.
parapsilosis. Hallazgos similares fueron informados por otros autores (81, 82, 83).

De las 25 pacientes participantes, 14 presentaron cultivos positivos para levaduras en mucosa
bucal, de los cuales 12 también presentaron levaduras en surcos periodontales. No se observo
ningun caso con presencia de levaduras en surco periodontal y ausencia de levaduras en
mucosa. Esto ultimo nos permite suponer que las levaduras halladas en los surcos
periodontales provienen de la mucosa bucal. Por lo tanto tomando como referencia los
resultados obtenidos en la tabla N° 4 podemos inferir que el surco periodontal es un nicho
ecoldgico que proporciona condiciones microambientales favorables para que puedan
colonizar las levaduras y que podria existir una implicancia directa entre la presencia de
levaduras en mucosa y en los surcos periodontales.

En este estudio la especie de mayor prevalencia en mucosa bucal sobre 14 muestras
colonizadas con levaduras fue C. albicans con 78.57% (11/14) (IC95% LC10.4%)°.

Cabe destacar que encontramos asociacion de C. albicans con C.kruzei 2/14 y con C.

tropicalis 1/14, pero no encontramos asociacion entre C. parapsilosis y otras especies, o C.

? Valores obtenidos a través de la aplicacion StatCalc provista por OpenEpi.



glabrata y otras especies. A diferencia de los hallazgos de otros autores, no encontramos
presencia de C. dublinensis en mucosa oral. Una posible explicacién a estos resultados
discordantes es la diferencia entre las poblaciones estudiadas y en el nimero de pacientes

incluidos. (84)

7.3 Distribucion de las especies de levaduras en los nichos ecologicos

En cuanto a la distribucion de las especies en los 12 surcos periodontales con colonizacion de
levaduras, C. albicans fue la especie mas prevalente (9/12 n%).Creemos que es importante
mencionar el hallazgo de especies de Candida no albicans en surcos periodontales, C.
parapsilosis el 2/12 n% ; C. glabrata 1/12 n% . A diferencia de los resultados reportados por
otros autores, no encontramos presencia de C. dublinensis en las bolsas periodontales.
Pensamos que esto podria deberse al tamafo de la muestra. (84)

Comparando la presencia de Candida spp en las bolsas periodontales de pacientes con
enfermedad periodontal, encontramos que los resultados hallados son mas elevados que los
que reportan otros autores como Slots et al (80), Reynaud et al (27) quienes no encontraron
relacion de sexo y edad con respecto a la presencia de levaduras en bolsa periodontal, pero
esto podria deberse a lo acotado de la poblacion estudiada en nuestro trabajo.

Mujica y col (81) investigaron la prevalencia y distribucion de Candida spp en distintos
tejidos, en una poblacion de Argentina de hombres y mujeres de amplio rango de edad que
hubieran presentado signos y sintomas compatibles con micosis, y encontraron proporciones
similares a las halladas en este trabajo con respecto a la distribucion de diferentes especies de
Candida en mucosa oral y digestiva, con C. albicans siendo la especie de mayor prevalencia.
Al respecto observan que “La prevalencia del género Candida en mucosa oral se encuentra
en paulatino aumento, debido a multiple factores del huésped (...)" (Mujica y col, 2004).
Comparando los resultados de prevalencia y distribucion de especies en surcos periodontales
con los surcos gingivales estudiados en el trabajo de Jewtuchowicz, Brusca et al. 2007 (85),
la prevalencia de C. albicans es marcadamente superior en todos los casos. Notese que en el
mencionado trabajo de Jewtuchowicz el numero de especies de levaduras encontradas en
salud es bajo y hay también menor diversidad. A mayor tamafio de la muestra, mayor es la
diversidad de especies encontradas y por lo tanto el porcentaje de C. albicans disminuye
proporcionalmente.

Es importante realizar la vigilancia epidemiologica con el fin de conocer la prevalencia de las
especies de levaduras en la biopelicula del surco periodontal debido a que constituyen

reservorios de microorganismos oportunistas que, en situaciones clinicas particulares, como



en pacientes con deficiencias de su sistema inmunoldgico, participarian en enfermedades
tales como candidiasis bucal y enfermedades diseminadas. (86, 87, 88, 89, 90, 91, 92)

Al comparar la distribucion de levaduras segun los indicadores clinicos de periodontitis, se
observo que en en las pacientes con estadios 2 y 3 de enfermedad periodontal la colonizacion
de levaduras en las bolsas periodontales fue de 48% mientras que en estudios que relevan la
presencia de levaduras en los surcos de pacientes sanos fue de de entre 3.8% y 36% (72, 85).
Estos hallazgos sugieren que Candida spp encontraria un nicho ecolodgico favorable para su
crecimiento, tanto en sitios con o sin enfermedad, con una leve preferencia por los sitios con

enfermedad.

7.4 Distribucion de levaduras segiin distintos parametros

En cuanto a la prevalencia de levaduras segliin la rehabilitacién protética, pacientes con
proétesis fija (n=15) presentaron una prevalencia de levaduras de 46.7% (7/15), mientras que
de las pacientes rehabilitados con protesis removibles (n=14) presentaron portacion de
levaduras de 50% (7/14) (p<0.05).

Estos hallazgos permiten inferir que la placa periodontal es un nicho ecologico favorable para
el desarrollo de especies de levaduras y en especial en casos de rehabilitacion removible que
a pesar de presentar la posibilidad de retirarlos para higienizar por parte del paciente, estan
constituidos en acrilico, material que ofrece mas adhesion a las especies de Candida.

Es conocido que nichos artificiales como aditamentos de ortodoncia (brackets, alambres) o
protesis dental aumentan la portacion de levaduras en mucosa bucal. El uso de aparatologia
bucal induce alteraciones dentro de la cavidad bucal. (93, 94, 95) mostraron que la presencia
de protesis u otro aditamento bucal, incrementa el nimero de Candida, no solo en el sitio
ocluido sino en toda la mucosa. Las protesis dentales estan confeccionadas con resinas
acrilicas, en las que en defectos de la superficie favorecen la formacion inicial de placa vy,
ademas, evitan su remocion (93). La superficie de la prétesis es muy porosa y por lo tanto es
susceptible de ser colonizada por multitud de microorganismos que pueden dar origen a
patologia en la cavidad bucal.

Existe un gran numero de factores involucrados en la adhesion de Candida a distintas
superficies orales como mucosa o esmalte dentario y distintos polimeros de uso odontologico.
Existe evidencia clara que C. albicans se adhiere a las superficies bucales, incluyendo
aparatologia bucal como por ejemplo, de acrilico y mucosa (94). Los mecanismos de

adherencia difieren entre las uniones de Candida a las superficies inertes bajo controles de



fuerzas hidrofobicas y electrostaticas, y la adhesion a la mucosa dependiente de un nimero de
complejos sistemas de reconocimiento de ligandos. Otros factores dentro de la cavidad bucal
como la saliva, pH, bacterias y la formacion de pseudomicelios han mostrado influenciar la
adhesion de las especies de Candida albicans a las superficies bucales (93, 95, 97).
Observando los graficos N° 3 y N° 5 comprobamos lo antedicho cuando comparamos el tipo
de proétesis que tenian las pacientes evaluadas en relacion con la colonizacion de levaduras.
En las pacientes con protesis removible habia mayor colonizacion de levaduras y observamos
mayor pérdida de nivel de insercion. Si bien los aditamentos bucales pueden alterar la
ecologia en la cavidad bucal facilitando la adherencia, colonizacion y retencion de levaduras
en biopelicula subgingival, no estd demostrado ain que estos microorganismos participen
activamente de la patogenia de la de la reabsorcion dsea relacionada con la pérdida de
insercion periodontal.

En nuestro estudio obtuvimos como resultado que el uso de protesis removibles (eta 2=
0.084) pueden tener un efecto moderado como factor de riesgo para la colonizacion de
levaduras en surcos periodontales (p<0.05).

El conocimiento de la fuente de infeccion, la forma de transmision y puerta de entrada de las
infecciones permitira tomar medidas tendientes a evitar su futura presentacion.

Si bien para este trabajo se seleccionaron mujeres inmunocompetentes, son numerosas las
ocasiones en las que ellas podrian requerir la instalacién de implantes dentales, el uso de
protesis, de catéteres, sondas, sistemas de respiracion mecénica y dado que las infecciones
por microorganismos oportunistas muchas veces son de origen endogeno, es decir, a partir de
la microbiota de cavidad bucal del propio paciente, es fundamental conocer su composicion y
el comportamiento de estos microorganismos que pueden colonizar e incluso invadir al
hospedero, para instaurar, cuando sea necesario, una terapéutica o profilaxis, efectiva y

precoz.

8. Conclusiones

Las principales conclusiones de este trabajo de Tesis de grado son:
=> Candida albicans fue la especie predominante tanto en mucosa bucal como en el
surco periodontal en pacientes postmenopausicas
=> En ambos sitios estudiados, mucosa bucal y surco periodontal también fueron
encontradas otras especies oportunistas como C. parapsilosis, C. kruzei, C. tropicalis

y C. glabrata.



=> La distribucion de especies de levaduras en mucosa bucal y surcos periodontales fue
similar.

=> La rehabilitacion con protesis afectan moderadamente la colonizacion de surcos
periodontales, transformando el surco en un espacio favorable para la colonizacion
por especies de Candida.

=> Los estadios de enfermedad periodontal 2 y 3 fueron mejores reservorios de especies
de Candida, lo cual permite inferir una potencial participacion de Candida en estadios

mas avanzados de enfermedad periodontal
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10. Anexos

10.1 Anexo I: Formulario de consentimiento informado

Las pacientes involucradas para participar en el trabajo de investigacion: “Evaluacion de la
presencia de especies de Candida spp. en las bolsas periodontales de pacientes peri y
post-menopausicas.”, fueron citadas en el consultorio de las Od Elba Beatriz Secreto y Od
Claudia Liliana Secreto, cito en el barrio de Parque de los Patricios, Comuna 4, C.A.B.A,

donde habitualmente se atienden.

A .Proposito y Antecedentes

Se estudiara la presencia de microorganismos en su boca. Ud. colaborara con este estudio
permitiendo que con un pequefio instrumental se le extraiga material para realizar un estudio
micologico relacionado con la presencia del implante. En caso de encontrar esos

microorganismos, se lograran establecer mejores tratamientos en el futuro.



B. Procedimientos que se le aplicaran

Para participar en este estudio usted no debe haber tomado antibidticos en las tltimas tres

semanas, ni haber recibido tratamiento periodontal en los ultimos seis meses y completara un

cuestionario sobre su Historia Médica que no le demandar4 mas de diez minutos.

Previo a la sesion de toma de material se le medirdn indicadores clinicos con sonda

periodontal para ver si su encia sangra.

Para su atencion se aplicaran las normas de bioseguridad en vigencia Resol (CD) N°897/05

como uso de guantes, barbijo, babero y vasos descartables e instrumental debidamente

esterilizado y controlado. Este examen demandaré aproximadamente cinco minutos.
Coleccion de la muestra: Antes de iniciar la toma de material se acondicionara su

boca eliminando la placa dental, si la hubiera.

Se tomard una pequefia muestra con cureta periodontal, que es la misma clase de cureta que

se utiliza para tratar la enfermedad periodontal. La misma demandara aproximadamente otros

diez minutos.

A partir de este momento los datos obtenidos y las muestras sefialadas seran identificados con

un cddigo, quedando asi su identidad protegida.

C. Riesgos y molestias

La recoleccion de indices es poco probable que produzca alguna molestia ya que se realiza
con sonda de presidon controlada, evitando asi fuerzas excesivas y /o lesion de sus tejidos
gingivales.

La toma de la muestra ocasionara una pequefia molestia. Si su encia es fibrosa, no habra
sangrado. Si su encia es edematosa presentara sangrado, similar al que presenta al cepillar sus

dientes; en este caso se colocara, si fuese necesario, un hemostatico local.

D. Confidencialidad

Su nombre no se publicara en ningun documento, informe o publicacion resultante de este
estudio.

Los archivos con sus datos se guardaran bajo estricta confidencialidad, sélo los doctores que
intervienen en ésta investigacion tendran acceso a la informacion. Se usardn codigos de

identificacion.



E. Beneficios

Se espera que la informacidn obtenida a través de este estudio permita un mejor diagnostico
de las enfermedades de la encia y de los tejidos de soporte dentarios ya que este trabajo
permitira obtener nuevos datos acerca del origen de dichas lesiones.

Esta informacién puede llevar a importantes avances en el tratamiento de la enfermedad

periodontal, que podria contribuir a un tratamiento mas efectivo de dicha enfermedad.

F. Consideraciones financieras

Usted no pagara por ninguno de los procedimientos del estudio, de la toma de muestras o
pruebas de laboratorio asociadas a esta investigacion. Tampoco recibird pago o beneficio

financiero.

G. Preguntas

Si tiene algun tipo de pregunta podrd comunicarse con la Odontologa Elba Beatriz Secreto,
en el mismo consultorio donde ha sido atendida y donde se tomaron las muestras, o con la
Dra. Jewtuchowicz Virginia Marta, Departamento de Microbiologia, Parasitologia e
Inmunologia, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, TEL 4950 9500 (Area
Micologia Piso 11). De lunes a viernes de 8.00 a 14.00 horas.

La participacién en esta Investigacion es voluntaria. Usted tiene derecho a declinar su
participacion o retirarse en cualquier momento de este estudio. Su retiro no influird en su
atencion como paciente.

Si Ud. ha comprendido esta explicacion y esta de acuerdo en participar en este estudio, Ud. y

un testigo acompanante pueden firmar a continuacion.

Nombre y Apellido Fecha

Firma del paciente Fecha

Nombre y Apellido del Testigo Fecha



Firma del Testigo Fecha



10.2 Anexo II: Ficha de recoleccion de datos personales y clinicos generales de

los pacientes
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10.3 Anexo III: Ficha de recoleccidon de datos odontoldgicos del paciente

INDICES PERIODONTALES TIEMPO CERO . PACIENTE
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10.4 Anexo IV: Medios de Cultivos y Soluciones

Agar Sabouraud glucosado
Glucosa 40 ¢g
Peptona 10g
Agar I5¢
Agua destilada 1000 ml

Mezclar los componentes y fundir en bano Maria. Esterilizar a 121° C, 15 min.

Agar Leche-Tween 80

Agar agar 2g

Tween 80 1 ml

Agua destilada | 100 ml

Mezclar los componentes y esterilizar a 120°C, 20 min. Enfriar a 56° C y agregar 1 ml de

leche descremada estéril.

Agar Staib
Glucosa lg
Creatinina 0.75 g
Agar agar 18 ¢

Extracto de semillas | 359 ml

de alpiste negro*




Ajustar a pH 7 con NaOH 1N. Disolver todos los ingredientes calentando hasta disolucion del
agar. Distribuir 7 ml por cada tubo. Autoclavar a 115° C, 15 minutos.

*Extracto de semilla de alpiste negro: Pulverizar las semillas de girasol, pesar 70 g y
colocarlo en 350 ml de agua destilada. Hervir 5 minutos. Filtrar por gasa. Distribuir en

frascos.

Autoclavar 15 min a 115° C. Mantener en la heladera hasta su uso.

Caldo YPD

Extracto de levadura | 1%

Glucosa 2%

Peptona de carne 2%

Agua destilada 100 ml




