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RESUMEN

Introduccién: La candidiasis bucal es una afeccién micotica ocasionada por el
crecimiento y penetracion de microorganismos flngicos pertenecientes al género
Candida; en los pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2, la persistencia de diversos
factores predisponentes, el desequilibrio. metabdlico y los microambientes
anaerdbicos que crean el uso continuo de las prétesis junto con la disponibilidad de
sustratos favorecen la colonizacién e infeccion por Candida, donde el uso de los
antifingicos traen consigo efectos colaterales debido a factores como baja potencia,
baja solubilidad y toxicidad creando la necesidad de la busqueda de nuevas opciones
terapéuticas con menores efectos colaterales en los pacientes. Objetivo: evaluar in
vitro la actividad antifungica de los extractos obtenidos de flores de Calendula
officinalis L. sobre una coleccién de 12 cepas de Candida albicans aisladas de
lesiones bucales en pacientes diabéticos tipo 2. Materiales y métodos: se evalud la
actividad antifungica de los extractos etandlico, acetdnico y hexanico de flores de
Calendula officinalis L. sobre una coleccion de 12 cepas de Candida albicans
mediante la técnica de dilucion en agar en medio agar Sabouraud dextrosa
empleando dos concentraciones 50 pg/mL y 100 pug/mL. Resultados: no hubo
variaciones significativas de accion antifingica en las dos concentraciones evaluadas
de los tres extractos, observandose un efecto fungistatico a concentracion 50 pg/mL
y a 100 pg/mL un efecto fungicida. Conclusiones: los resultados obtenidos ofrecen
resultados microbiol6gicos promisorios pudiendo ser sugerido como tratamiento
alternativo coadyuvante o de primera linea para la candidiasis bucal.

PALABRAS CLAVES: Calendula officinalis, extractos, Diabetes Mellitus tipo 2,
Candida albicans, actividad antifangica.
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ABSTRACT

Introduction: Oral candidiasis is a fungal disease caused by the growth and
penetration of fungal microorganisms belonging to the genus Candida, in patients with
type 2 diabetes mellitus exists several predisposing factors, the metabolic imbalance
and the anaerobic microenvironments that create the continuous use of the prostheses
together with the availability of substrates favor colonization and Candida infection,
where the use of antifungals produces side effects due to factors such as low potency,
low solubility and toxicity, which creates the need to seek new therapeutic options with
fewer side effects for the patients. Objective: to evaluate in vitro the antifungal activity
of extracts obtained from flowers of Calendula officinalis L. in a collection of 12 strains
of Candida albicans isolated from oral lesions in type 2 diabetic patients. Materials
and methods: the antifungal activity of the extracts of ethanolic, acetonic and hexane
of Calendula officinalis L flowers in a collection of 12 strains of Candida albicans using
agar dilution technique with sabouraud dextrose agar using two concentrations 50
Mg/mL and 100 pg/mL. Results: there were no significant variations of the antifungal
action in the two evaluated concentrations of the three extracts, observing a fungistatic
effect at 50 pyg / mL of concentration and at 100 pg / mL fungicidal effect.
Conclusions: the results obtained offer promising microbiological results and can be
suggested as an alternative alternative treatment or first line treatment for oral
candidiasis.

KEY WORDS: Calendula officinalis, extracts, Diabetes Mellitus type 2, Candida
albicans, antifungal activity.
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INTRODUCCION

El uso de plantas para el tratamiento de enfermedades es ancestral y
constituye una costumbre que se ha mantenido hasta nuestros dias (Mesa et al.,
2004; Faria et al., 2011; Soto & Sanchez, 2015); poblaciones milenarias como China'y
Egipto han recopilado registros de las diferentes utilidades que han tenido las
plantas para el hombre, las cuales hoy dia representan la fuente primaria
empleada para la busqueda de principios activos con actividad terapéutica y
antimicrobiana (Mesa et al., 2004; Faria et al., 2011).

Desde el siglo XVI las descripciones de epidemias microbianas han
demostrado que éstas han sido una importante causa de mortalidad para la
cual no se contaba con tratamiento especifico, no obstante, para el siglo XX
en década de los 70 el auge de la era de los antibidticos y la aplicacion de
estos favorecié el aumento drastico de las infecciones por microorganismos
fungicos oportunistas (vVandeputte et al., 2012).

Candida albicans como microorganismo fungico oportunista, constituye una
amenaza global importante, no solo por la amplia diseminacion que tiene en
pacientes con enfermedades de base, sino porque el hombre es su reservorio
natural, encontrandose principalmente como microbiota habitual de la cavidad
bucal (Rodriguez et al., 2002; Afiez et al., 2009). En los pacientes diabéticos la
hiperglucemia tiende a producir una reduccion del flujo salival y de la respuesta
vascular periférica favoreciendo a la acumulacion de biopelicula dental, la
formacion de calculo dental, desarrollo de caries, halitosis y enfermedad
periodontal, asi mismo la disponibilidad de carbohidratos favorece el
crecimiento y colonizacion de Candida albicans lo que conlleva al desarrollo
de candidiasis bucal (Ugalde, 2008; Negrato & Tarzia, 2010; Urbizo et al., 2017).

Actualmente el empleo de antifingicos por via topica y oral representan la
opcion terapéutica para el tratamiento de la candidiasis bucal, no obstante el
uso indiscriminado y prolongado de estos ha traido consigo la aparicion de
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cepas resistentes conllevando a fallas terapéuticas que aunado a factores

INTRODUCCION

como baja potencia, baja solubilidad y toxicidad ameritan la busqueda de
terapias alternativas que sean efectivas y con menos efectos colaterales para
los pacientes, acrecentando el uso de fitoterapéuticos como enjuagues y
tinturas de Calendula officinalis como tratamiento empirico (Soto & Sanchez, 2015;
Ojeda, 2016).

Por tal motivo, la determinacion de la actividad biologica de tipo antifingica
de extractos resulta beneficioso, ya que permiten evaluar y determinar las
concentraciones adecuadas asi como de los principios activos con actividad
antimicrobiana, a fin de servir como base cientifica para la elaboraciéon de
tratamiento coadyuvantes o de primera linea que permitan disminuir efectos
colaterales y obtener resultados favorables para los pacientes diabéticos tipo

2 con candidiasis bucal.



CAPITULO I: EL PROBLEMA

CAPITULO |
EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

La candidiasis bucal es una enfermedad infecciosa ocasionada por el
crecimiento y penetracion de microorganismos fangicos pertenecientes al
género Candida en los tejidos bucales, cuando las barreras fisicas y las
defensas del hospedero se encuentran alteradas, constituyendo la afectacion
micética bucal méas frecuente (Otero et al., 2015). Dado que las levaduras del
género Candida (principalmente Candida albicans) forman parte de la
microbiota de la cavidad bucal, la presencia de este microorganismo junto con
el estado de inmunosupresion de los pacientes juegan un rol fundamental en
el desarrollo de esta patologia infecciosa, cuya incidencia varia entre un 19%
al 50% en los pacientes con cancer, infecciones con VIH/Sida y Diabetes
mellitus (De la Rosa, et al., 2013; Otero-et al., 2015).

La Diabetes Mellitus (DM) constituye una enfermedad sistémica con alta
prevalencia en adultos mayores, siendo la DM tipo 2 la mas frecuente. El
incremento paralelo de este grupo etario y la alteracion del metabolismo de
carbohidratos, grasas y proteinas propios de la enfermedad la han convertido
en un problema de salud publica, cuyas repercusiones organicas no solo
contribuyen al desmejoramiento de la calidad de vida del paciente sino que
producen el desequilibrio de la microbiota bucal favoreciendo el crecimiento
de Candida albicans (Rojas et al., 2013, Cepero et al., 2017).

La incidencia de candidiasis bucal en pacientes con Diabetes Mellitus ha
sido reconocida por diversos autores cuyas investigaciones reflejan una clara
relacion entre la alteracion de la salud bucal y la aparicién de Candida, debido
a gue las condiciones fisiol6gicas de estos pacientes favorecen el desarrollo
de Candida (Rojas et al., 2013; Torrealba et al., 2016). Estudios in vitro con células

bucales de 50 pacientes diabéticos, demostraron un incremento significativo
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en la adhesion de Candida albicans, respecto a 50 pacientes control no
diabéticos divididos por edad, género y estado dental (Torrealba et al., 2016).

Multiples factores convergen en el paciente diabético que permiten justificar
el desarrollo de candidiasis bucal tales como: el uso de protesis dentales,
hébitos tabaquicos, hiperglicemia, uso prolongado de esteroides o antibiéticos
de amplio espectro, fArmacos inmunosupresores y con efectos xerostomicos
que junto con la disfuncion salival alteran la microbiota de la mucosa bucal
contribuyendo a una mayor colonizacion y transporte de C. albicans en este
grupo de pacientes, creando un entorno favorable para el desarrollo de
candidiasis bucal (Jafari et al., 2013; Patil et al., 2015; Cepero et al., 2017).

El tratamiento de la candidiasis bucal, incluye como primera linea de
eleccion, una terapia tépica antifingica para el tratamiento de candidiasis
bucal inicial o recurrente y no complicada, empleandose principalmente los
polienos y azoles. La terapia sistémica se encuentra reservada para los casos
donde la terapia tépica no ha mostrado efectividad o para los casos mas
severos de candidiasis bucal, siendo el ketoconazol, fluconazol, anfotericina
B, itraconazol los mas usados (Otero et al., 2015).

El uso de los antifingicos se encuentra limitado debido a factores como baja
potencia, baja solubilidad y toxicidad, por lo que constantemente se buscan
nuevas opciones terapéuticas y preventivas que sean efectivas y con menos
efectos colaterales para los pacientes, es asi como, los productos elaborados
a partir de extractos naturales obtenidos de plantas representan una buena
alternativa dirigida a la disminucién de microorganismos potencialmente
patogenos en la mucosa bucal (Rodriguez, 2015); de alli que Calendula officinalis.
L. (Asteraceae) constituye una de estas opciones terapéuticas, ya que son
ampliamente reconocidas las propiedades antiinflamatorias, antisépticas,
antiespasmaddicas y antimicrobianas a partir de preparados farmacéuticos

(Gazim et al., 2008).
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El aceite esencial de C. officinalis L. ampliamente vendido como
medicamento topico, fue probado (usando la técnica de difusion de disco)
contra microorganismos fungicos tales como: Candida krusei, Candida
albicans y Candida glabrata, mostrando una buena actividad antifungica,
constituyendo una opcion terapéutica en el tratamiento de la candidiasis; asi
mismo, los estudios in vivo de enjuagues bucales con C. officinalis han
demostrado la eficacia de esta planta en la reduccion de la hemorragia gingival
presentando también actividad antimicrobiana contra  bacterias

periodontopatdgenas (Safdar et al., 2010; Milian et al, 2010; Arora et al., 2013).

1.2 Formulacion del problema

En Venezuela, el uso de extractos de plantas se realiza de manera empirica
sin formulaciones. La determinacion de concentraciones especificas de los
extractos ya sea minima fungicida o fungistatica resultaria beneficioso, para la
elaboracion de tratamientos coadyuvantes o farmacos de primera linea para
el tratamiento de Candidiasis bucal, por tal motivo, surge la siguiente
interrogante ¢ Presentan actividad antifingica los extractos etandlico,
acetdnico y hexanico de flores de Calendula officinalis L. sobre especies de

Candida albicans aisladas de la cavidad bucal de pacientes diabéticos tipo 2?

1.3. Justificacion

La candidiasis bucal, es una enfermedad mic6tica cosmopolita y frecuente
ocasionada por el crecimiento de levaduras del género Candida. Aunque la
incidencia real se desconoce, se sabe que existe una alta prevalencia en el
paciente diabético. Es considerada un problema de salud publica y se asocia
con una alta tasa de morbilidad, incluso con la aplicacion de tratamiento
antifangico de primera linea los pacientes tienden a presentar reincidencias

infecciosas.
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Los efectos adversos de algunos antimicrobianos empleados en la terapia
antifangica han conllevado a la necesidad de buscar alternativas de
prevencion y tratamiento que sean efectivas, siendo los extractos de plantas
la principal alternativa con resultados favorables en la disminucion de los
microorganismos en la mucosa bucal. Los estudios de diversas terapias
antifingicas naturales en pacientes diabéticos con candidiasis bucal son
alentadores y promisorios.

En este sentido, la evaluacion de la actividad antifingica de extractos
etandlico, acetonico hexanico de flores de Calendula officinalis representa una
opcién para el tratamiento antimicrobiano alternativo o coadyuvante contra

especies de Candida albicans presentes en pacientes con DM tipo 2.

1.4 Objetivos

1.4.1.- Objetivo general

- Evaluar in vitro la actividad antifungica de los extractos obtenidos de flores
de Calendula officinalis L. sobre una colecciéon de 11 cepas de Candida
albicans aisladas de lesiones bucales en pacientes diabéticos tipo 2.

1.4.2.- Objetivos especificos.

- Determinar mediante la técnica de dilucion en agar la actividad antifingica
del extracto etandlico de flores de Calendula officinalis sobre 11 cepas de
Candida albicans aisladas de lesiones bucales en pacientes diabéticos tipo 2.
- Determinar mediante la técnica de dilucién en agar la actividad antifangica
del extracto aceténico de flores de Calendula officinalis sobre 11 cepas de
Candida albicans aisladas de lesiones bucales en pacientes diabéticos tipo 2.
- Determinar mediante la técnica de dilucion en agar la actividad antifingica
del extracto hexanico de flores de Calendula officinalis sobre 11 cepas de

Candida albicans aisladas de lesiones bucales en pacientes diabéticos tipo 2.
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2.1 Calendula officinalis L.

Es una planta cultivada desde el siglo XlI por egipcios, hindues y arabes y
actualmente se ha extendido por todo el mundo (Palima, 2014). Sus nombres
comunes son: Caléndula, Maravilla de jardin, flor de todos los meses, flor de
difunto. La palabra Caléndula proviene del latin “calendae” es decir, primer
dia de cada mes del calendario. Su nombre histéricamente ha sido asociado
CON SU USO en sopas Yy guisos (Gazim et al., 2008; Rodriguez, 2015).

Es nativa de Europa Central, Meridional, Asia Occidental y Estados Unidos,
también se encuentra en las Islas Canarias y se ha adaptado a Brasil,
empleada con fines medicinales en China, Estados Unidos, la India y otros
paises latinoamericanos (Muley et al, 2009; Glehn & Rodrigues, 2012). Esta planta
herbacea, anual rara vez bienal florece entre Mayo y Octubre, crece en todo
tipo de suelos y en lugares soleados de toda América del Norte y Europa. Las
flores de esta planta constituyen el 6rgano de mayor uso con fines
ornamentales, medicinales, cosméticos y alimenticios (Muley et al., 2009; Safdar et

al., 2010; Faria et al., 2011; Palma, 2014).

2.1.1 Taxonomia de la planta

Taxonomicamente esta planta pertenece al Reino Plantae, Subreino
Tracheobionta, Division Magnoliophyta, Clase Magnoliopsida, Subclase
Asteridae, Orden Asteroles, Familia Asteraceae, Tribu Calenduleae, Género

Calendula, Especie officinalis (Muley et al., 2009, NCBI, 2018).

2.1.2 Caracteristicas
El género Calendula incluye aproximadamente 25 especies anuales o

perennes siendo la mas frecuente Calendula officinalis Linn., Calendula
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arvensis Linn., Calendula suffruticosa Vahl.,, Calendula stellata Cav.,
Calendula alata Rech., Calendula tripterocarpa Rupr. (Arora et al., 2013).
Calendula officinalis L. presenta un tallo erecto, angular, suave y ramificado
desde la base superior, mide aproximadamente de 30 — 60 cm de altura, tiene
una raiz de 20 cm de largo y numerosas raices delgadas y secundarias. Las
hojas inferiores son casi espatuladas en la base, oblongas o lanceoladas por
encima, dentadas y carnosas, poseen un vastago angular, peludo y sélido. En
la punta de cada tallo hay una cabeza de flor compuesta de 5 — 7 cm de
diametro que es grande en comparacion con otra especie del género. El color
de sus flores es de amarillo brillante a anaranjado (figura 1) (Muley et al., 2009;

Arora et al., 2013; Palma, 2014).

Figura 1. Planta de Calendula officinalis.
Fuente: Palma, 2014.

2.1.3 Composicién quimica

La importancia medicinal de C. officinalis se debe a la presencia de
constituyentes quimicos potencialmente activos, demostrados mediante una
serie de estudios fitoquimicos. Las flores presentan entre sus compuestos:
flavonoides, carotenoides, terpenos, aceites esenciales, taninos, cumarinas,
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carbohidratos, acidos grasos, mucilagenos, saponinas, resinas, 4cido salicilico
(Muley et al., 2009; Safdar et al., 2010; Palma, 2014; Rodriguez, 2015).

- Terpenos: son compuestos organicos aromaticos y volatiles constituidos por
la unidn de unidades de un hidrocarburo de 5 atomos de carbono, entre los
que se incluyen sitosteroles, estigmasteroles, diesteres de dioles, eritrodiol,
calendonadiol, 3-O-miristato, calendulosida G 6’-On- (principalmente en las
raices de plantas cultivadas y senescentes) y glucoronidos (principalmente en
flores y partes verdes). A partir de los capitulos florales se han identificado 8
terpenos pentaciclicos faradiol-3-O-palmitato, faradiol-3-O-miristato, faradiol-
3-O-laurato,  arnidiol-3-O-palmitato,  arnidiol-3-O-miristato,  arnidiol-3-
30laurato, calenduladiol-3-O-palmitato y calenduladiol-3-O-miristato, ademas
de tripertenos alcohdlicos. Estos compuestos son metabolitos secundarios que
le otorgan a las plantas las caracteristicas organolépticas (aroma y sabor)
favoreciendo la inhibicién de la depredacion repeliendo los insectos y los
animales herbivoros, e incluso pueden actuar en algunos casos como
insecticida; los terpenos constituyen la mayor parte del aceite esencial
producido por las plantas aromaticas (Muley et al., 2009; Palma, 2014).

- Flavonoides: son compuestos fendlicos que se encuentran en la planta,
semilla y frutos, su funcion es proteger a la planta de los dafios que la luz
ultravioleta produce en algunos frutos durante la madurez. A partir del extracto
etandlico de la inflorescencia de C. officinalis, se han identificado
aproximadamente 22 tipos de flavonoides, siendo los mas investigados:
qguercetina, isoramnetina, isoquecertina, glucdsidos de isoramnetina,
narcisina, calendoflasido, calendoflavosido, kaempferol, rutinésido y rutésido
(Muley et al., 2009; Palma, 2014).

- Carotenoides: presente en las flores como provitamina A, estos compuestos
proporcionan diferentes colores a las flores y frutos, que le permiten atraer
animales e insectos a la planta. El contenido de carotenoides en las flores

puede variar de 0.0048 a 2,47 mg. Se han reportado al menos 19 tipos, los
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cuales estan conformados por dos grupos que se diferencian en su
composicién de 5-cis carotenoides y cis-to trans (Palma, 2014; Rodriguez, 2015).

- Cumarinas: el extracto de etanol de la inflorescencia de C. officinalis
demostré que contienen cumarinas, escopoletina, umbeliferona y esculetina.
Este compuesto se encuentra en los tegumentos de las semillas, frutos, flores,
raices, hojas y tallos, con mayor concentracion en frutos y flores, actia como
defensor de la planta, ya que al otorgarle un sabor amargo evita la palatabilidad
por parte de animales de pastoreo (Muley et al., 2009).

- Quinonas: encontradas en el cloroplasto como plastoquinona, filoquinona, a-
tocoferol, ubiquinona, filoquinona, a-tocoferol en las mitocondrias y filoquinona
en las hojas (Muley et al., 2009).

- Aceites esenciales: comprenden las sustancias liquidas aromaticas y

volatiles, poseen una quimica compleja, producto de una mezcla de un grupo
heterogéneo de sustancias orgéanicas, hidrocarburos, alcoholes, aldehidos,
cetonas y éteres. Los rendimientos van de 0.03 y 0.09 % en hojas y flores de
Calendula, con alrededor de 30 tipos pertenecientes a los sesquiterpenoides
Yy monoterpenos (Palma, 2014; Rodriguez, 2015).

Las flores de Calendula contienen el maximo de aceite volatil en plena
floracién (0.97%) y minimo durante la fase de pre-florestacion (0.13%). El
aceite esencial es rico en a-cadinero, 1,8 cineol con p-cimero en niveles mas
bajos en los periodos posteriores a la floracién y a-tujeno y ¢-cadineno. En
este sentido también se ha descrito que C. officinalis tiene potencial como
oleaginosa, ya que su semilla puede contener de 15 a 20% de aceite, donde
el &cido caléndico es el componente mayoritario (Muley et al., 2009; Palma, 2014).

- Otros compuestos: entre los que se encuentran lipidos, carbohidratos y

acidos grasos como acido laurico, miristico, palmitico, ademas de loliolide

(calendin) calendulina y n-parafinas (Muley et al., 2009).
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2.1.4 Usos de la planta

Histéricamente el uso de la Calendula se ha asociado con sopas y guisos, para
combatir enfermedades, de igual manera se destaca su amplia utilizacion en
cosmeéticos, perfumes, preparaciones farmacéuticas y alimentos (Gazim et al.,
2008).

- Uso medicinal: Calendula contiene diversos compuestos quimicos, los cuales

han sido obtenidos a partir de sus hojas y flores. La preparacion de extractos
empleando las flores han sido utilizado como tinturas, balsamos y ungientos
para favorecer la regeneracion de tejidos; también se le han descrito efectos
antipiréticos, antisépticos y cicatrizantes (Molina et al., 2008; Muley et al., 2009; Arora
et al., 2013). En ltalia el té de las flores es utilizado en géargaras, colirios o
compresas para tratar conjuntivitis y faringitis. Hoy dia los pétalos secos de la
Caléndula son usados para reducir la inflamacién (safdar et al., 2010).

Por su parte, las hojas se consideran disolvente, diaforético y diurético y la
tintura madre de C. officinalis se utiliza en la homeopatia para el tratamiento
de la tension mental y el insomnio (Arora et al., 2013).

- Cosmético: para el cuidado de la piel y en personas con acné (Palma, 2014).

- Industrial: las flores de Calendula son de color naranja, debido a su alto
contenido de carotenoides empleado en la industria alimenticia como
colorante. Presenta potencial como oleaginosa , su semilla puede contener de
15 a 20 % de aceite, dicho aceite tiene aplicaciones industriales debido a su
oxidacion rapida y como posible sustituto del &rbol de Tung, siendo usado para
acelerar el secado de pinturas, recubrimiento y adhesivos (Palma, 2014;
Schimiderer et al., 2015).

- Area Microbioldgica: los aceites esenciales son ampliamente vendidos como

medicamentos topicos y han sido aprobados (usando la técnica de difusion de
disco) contra diversas cepas de hongos levaduriformes, tales como: Candida
krusei, Candida albicans y Candida glabrata, mostrando una buena actividad

antifngica aplicandose en el tratamiento de la candidiasis. También, se ha
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demostrado  actividad antibacteriana  inhibiendo  bacterias como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli (Muley et al., 2009; Safdar et al., 2010; Milian
et al, 2010; Palma, 2014).

- Area Odontoldgica: ha sido indicada como coadyuvante en el tratamiento

postquirargico, herpes labial, gingivitis y ulceras bucales. También se usa
como enjuague bucal por sus propiedades antiinflamatorias ya sea, durante la
inflamacion e irritacion de las encias, en inflamaciones de la mucosa bucal y
faringea, en heridas y quemaduras debido a que sus propiedades
antibacterianas  controlan el  crecimiento de  microorganismos

periodontopatdgenos (Molina et al., 2008; Sudhakar et al., 2013; Arora et al., 2013).

2.2 Diabetes Mellitus
2.2.1 Generalidades

La DM es una enfermedad sistémica, cronico-degenerativa, resultado de
una predisposicion genética en combinacion con factores medioambientales,
cuya prevalencia mundial es producto del envejecimiento de la poblacion y de
factores conductuales asociados a la urbanizacion de las poblaciones (American
Diabetes Association, 2014; Chen et al 2012). Este sindrome comprende trastornos
del metabolismo de los carbohidratos, proteinas y lipidos, con hiperglucemia,
ya sea por deficiencia absoluta de la secrecion de insulina, reduccion en la
eficacia biologica de dicha hormona o por ambos (Chen et al 2012).

La hiperglucemia sostenida en el tiempo se asocia con dafios y disfuncion
de varios 6rganos y sistemas, entre los que se encuentran: rifiones, 0jos,
nervios, corazén y vasos sanguineos. Los principales sintomas de la
hiperglucemia son la poliuria, polidipsia, neuropatia, aterosclerosis y
microangiopatia renal y ocular. Esta enfermedad sistémica puede controlarse
mediante dieta y medicamentos hipoglucémicos orales, no existen
medicamentos que curen esta patologia metabdlica (Ugalde, 2008; Estrada et al.,

2015; Torrealba et al., 2016).
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La DM es un problema creciente de salud publica, frecuente en todo el
mundo que afecta a todos los grupos etarios principalmente a los adultos,
individuos con edades superiores a los 45 afios y personas obesas. Esta
enfermedad cronico-degenerativa tiene grados variables de predisposicion
hereditaria, ya que en su desarrollo participan diferentes combinaciones de
genes junto con factores ambientales y estilos de vidas. En este sentido, la
hiperglucemia es un marcador de severidad del estado metabdlico subyacente
mas que la naturaleza del proceso en si mismo y muchas veces el odontélogo
puede detectarla por ciertas manifestaciones bucales, que aunque no son
patognomonicas de la diabetes, su localizacion y caracteristicas les permite
sospecharlas y solicitar analisis de rutina (Ugalde, 2008; Sanz & Bascones, 2009;
Sanchez et al., 2017).

Aunque todas las formas de diabetes producen hiperglucemia como
manifestacion comuan, los procesos patogénicos implicados en la
hiperglucemia varian ampliamente y la clasificacion actual refleja el gran

conocimiento de la patogénesis de cada variante (Sanz & Bascones, 2009).

2.2.2 Clasificacion de la Diabetes

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) la clasifica de la siguiente
forma: diabetes tipol (DMT1), diabetes tipo 2 (DMT2), diabetes gestacional y
otros tipos de diabetes frecuentes como: la diabetes autoinmune latente del
adulto, diabetes producida por otras enfermedades (hipertiroidismo, sindrome
o enfermedad de Cushing, acromegalia, trastornos endocrinos multiples, entre
otras) por medicamentos (cortisona y sus derivados) o agentes toxicos (figura
2) (American Diabetes Association, 2014; Urbizo et al. 2017).

- Diabetes mellitus tipo 1 o insulinodependientes, muy frecuente en nifios,

comienza a manifestarse en la pubertad y progresa con la edad. El inicio de
este tipo de diabetes es brusco debido a una carencia grave de insulina

causada por la destruccion inmunolégica de células B del pancreas muchos
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anos antes de que la enfermedad se manifieste. La hiperglucemia y la
cetoacidosis constituyen las manifestaciones clasicas de la enfermedad que
aparecen en los estadios avanzados de su evolucion, cuando la destruccién
inmunoldgica afecta a mas del 90% de las células B (Sanz & Bascones, 2009; Rojas

etal., 2013).

- Diabetes mellitus tipo 2 o no insulinodependiente es la mas frecuente (Al-
Maskari et al., 2011), predomina la incapacidad para incorporar glucosa a las
células musculares y al tejido adiposo (resistencia a la insulina) aunado a una
relativa deficiencia de la secrecion o accién de la insulina. Constituye
aproximadamente el 80-90% de los casos de diabetes y los factores
ambientales como un estilo de vida sedentario y una dieta alimenticia
inadecuada desempefian un papel importante, ya que su patogenia sigue
siendo enigmatica (Ugalde, 2008; Sanz & Bascones, 2009).

- Otros tipos especificos de diabetes relacionada con efectos genéticos que

alteran la funcion de las células B del pancreas, los receptores para insulina,
la accién de la mismay la influencia con otras hormonas, asi como los efectos
de ciertos farmacos que afectan la accion o secrecién de la insulina (figura 2)
(Ugalde, 2008, American Diabetes Association, 2014).

- Diabetes gestacional representada por intolerancia a la glucosa debido a

cambios metabdlicos de origen hormonal durante el embarazo (Ugalde, 2008;
American Diabetes Association, 2014).

La Asociacibn Americana de Diabetes reconoce también un grupo
intermedio de sujetos, que aunque no cumplen criterios de diabetes, poseen
niveles de glucosa elevados para ser considerados normales, se conoce con
el nombre de “prediabetes”, debido al alto riesgo de desarrollo de la
enfermedad en este grupo de pacientes. Es importante acotar que no son
entidades clinicas por si mismas, sino factores de riesgo para una diabetes

futura y para enfermedades cardiovasculares (Sanz & Bascones, 2009).
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Clasificacion de la Diabetes

Diabetes Diabetes Otros tipos especificos Diabetes
Mellitus Tipo 1 Mellitus Tipo 2 de diabetes gestacional

A) Defectos genéticos de
la funcion de las células B

A) Diabetes
autoinmune

B) Diabetes funcion de la insulina
idiopatica

—- B) Defecto genético de a

C) Enfermedades del
pancreas exocrinos

D} Inducido por
medicamentos o quimicos

E) Infeccion por
microorganismos

G) Formas infrecuentes de
diabetes autoinmune

G) Sindromes genéticos

Figura 2. Clasificacion de la Diabetes Mellitus

Fuente: Elaborado por el autor.

2.2.3.- Epidemiologia

La DM es un problema creciente de salud publica. Las proyecciones que la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el inicio del siglo XXI indican
que el 2,1% de la poblacién mundial, aproximadamente unos 125 millones de
personas, el 4% correspondera a DM tipo 1y el 96% a DM tipo 2 (Ugalde, 2008;
Al-Maskari et al., 2011). Para el 2012, la Federacion Internacional de Diabetes
(FID) indic6 que mas de 371 millones de personas vivian con dicha
enfermedad y que 4,8 millones de personas mueren a causa de la misma

(Linares et al., 2017).

1
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Actualmente la DM se considera una pandemia con tendencia ascendente,
tanto para los paises desarrollados como para los paises limitados de recursos
(Ugalde, 2008; Linares et al., 2017).

En EE.UU, se calcula que la diabetes afecta a 16 millones de personas, de
los cuales aproximadamente la mitad no estan diagnosticados. Cada afio unos
800.000 individuos desarrollan diabetes en este pais y 54.000 fallecen por
causas relacionadas con la diabetes. Por otro lado, se ha observado que el
riesgo de padecer este desorden metabdlico es mayor en la poblacion
afroamericana, hispana y en comunidades nativas americanas, en
comparacién con los blancos no hispanos. A nivel mundial, mas de 140
millones de personas padecen diabetes, lo que la convierte en una de las
causas mas frecuentes de enfermedades no declarables (Sanz & Bascones,
2009).

Existen por lo menos 30 millones de diabéticos en el mundo, de los cuales
cerca de 13 millones se encuentran en Latinoameérica y el Caribe. Se estima
gue aproximadamente 6% de la poblacion venezolana la padece, es decir
entre 1.200.000 y 1.500.000 venezolanos son diabéticos, y en el caso
particular del Estado Mérida segun la Corporacion Regional de Salud, existen
aproximadamente 13.687 personas diabéticas (Torrealba et al., 2016). En este
sentido, existe una relacion estrecha entre las enfermedades de la cavidad
bucal y el control de enfermedades sistémicas (microvasculares y
macrovasculares) en las que la DM, en los ultimos afos, ha mostrado un
incremento de su prevalencia y ha alcanzado dimensiones epidémicas

ocupando la 72 causa de muerte del siglo XXI (Sanchez et al., 2017).

2.2.4 Principales manifestaciones infecciosas en cavidad bucal en
diabéticos
El deterioro del sistema inmunitario de los pacientes diabéticos y los

cambios suscitados en la ecologia de la cavidad bucal producto de la
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alteracién sistémica conlleva a una susceptibilidad incrementada de
infecciones bucales; por lo tanto, las personas con DM son mas propensas a
desarrollar infecciones en la cavidad bucal debido al descontrol glucémico,
donde el desarrollo de enfermedades inflamatorias y patologias de tejidos
blandos son muy frecuentes (Negrato & Tarzia, 2010; Al-Maskari et al., 2011; Rojas et
al., 2013).

La Hiperglucemia de larga duracion afecta la funcién de las glandulas
salivales lo que conduce a una reduccion del flujo salival y a una disminucion
de la respuesta vascular periférica favoreciendo a la acumulacién de
biopelicula dental, la formacién de célculo dental, desarrollo de caries, halitosis
y enfermedad periodontal. La mayoria de las manifestaciones bucales
descritas en la literatura tanto para diabetes tipo 1 como para la diabetes tipo
2, son vistas en pacientes diabéticos no controlados, es asi, como diversos
estudios han demostrado que cuando la hiperglucemia esta controlada
apropiadamente las manifestaciones bucales son minimas y en algunos
pacientes son inexistentes (Ugalde, 2008; Negrato & Tarzia, 2010; Fernandez et al.,
2013; Urbizo et al., 2017).

En los pacientes diabéticos los niveles de glucosa aumentan o disminuyen
bruscamente, predisponiendo a estos pacientes a diversas complicaciones

tanto agudas como croénicas (tabla 1) (Sanz & Bascones, 2009).
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agudas y crénicas en los pacientes

Complicaciones agudas

Complicaciones cronicas

- Concentracién aumentada de mucina
y glucosa.

- Deterioro de la produccién y/o accion
de muchos factores antimicrobianos.

- La ausencia de glucosa, que contiene
Zn (Zinc) y es el responsable de la
maduracién constante de las papilas
gustativas.

- Disgeusia.

- Candidiasis oral.

- Aumento en la exfoliacion celular
después del contacto, debido a la mala

- Alteraciones de la lengua, generalmente
boca ardiente, lengua geografica, lengua
fisurada.

- Enfermedad periodontal (periodontitis y

gingivitis).

- Manchas blancas debido a Ila
desmineralizacion en los dientes.

- Caries.

- Retraso en la cicatrizacion de las
heridas.

- Mayor tendencia a las infecciones
micéticas, bacterianas y virales.

lubricacién.

- Aumento de la proliferacibn de
microorganismos patégenos

- Lengua saburral.

- Halitosis

- Liquen plano.
- Ulceraciones de la mucosa.

Fuente: Negrato & Tarzia, 2010; Sanz & Bascones, 2009

La identificacion y/o tratamiento oportuno de estas manifestaciones bucales
pueden ayudar en el diagnéstico precoz de la diabetes y mejorar el de la
glucemia otorgandoles una mejor calidad de vida a los pacientes con DM (Sanz

& Bascones, 2009).

2.3 Candidiasis
2.3.1 Generalidades

En la cavidad bucal se encuentran un numero infinito de bacterias y otros
organismos de vida saprofita y con ellas las distintas especies de Candida pero
sin desarrollar alteracion patoldgica, de modo que tienen que converger

determinados elementos que rompan el equilibrio que existe entre los
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microorganismos fungicos y el ambiente bucal favoreciendo la proliferacion
micaotica (Rodriguez et al., 2002).

Recientemente ha aumentado el interés con respecto a las infecciones
producidas por los hongos del género Candida, esto ha traido como resultado
gue se hayan realizado una gran cantidad de investigaciones. Candida spp.
forma parte de la microbiota habitual de la cavidad bucal, tracto
gastrointestinal, tracto respiratorio, vagina y piel, donde reside con mayor
frecuencia entre los pliegues naturales que son sitios relativamente calientes
y huimedos, son agentes infecciosos enddgenos especificos; pueden ser
transmisibles pero solo producen infeccién de la mucosa en presencia de una
predisposicién local o general, de ahi que sean considerados hongos
oportunistas. Candida albicans constituye el principal agente involucrado en la
Candidiasis, una enfermedad infecciosa micotica causada por especies de
Candida (Pardi& Cardozo, 2002:"Radriguez et-ak, 2002; Afez et al.; 2009).

La Candidiasis bucal afecta a ambos géneros y en cualquier edad, aunque
siendo mas frecuente en los extremos de la vida. La magnitud de la infeccion
micotica dependera fundamentalmente de las condiciones del hospedero,
pues el establecimiento de la micosis ocurre cuando se perturban los
pardmetros del equilibrio fisiol6gico que mantienen la homeostasia del medio
bucal. Microbiolégicamente como agente etioldgico de la infeccibn micética
Candida albicans constituye la especie mas prevalente, sin embargo en la
cavidad bucal han sido aisladas otras especies como Candida krusei, Candida
tropicalis, Candida glabrata y Candida parapsilosis (Afiez et al., 2009; Rodriguez et
al., 2002).

Esta micosis no es una enfermedad mortal, sin embargo, provoca disgeusia
haciendo desagradable y dolorosa la ingesta de los alimentos, lo que conlleva
a una disminucion del apetito. En la mayoria de los pacientes, la candidiasis
bucal se produce a partir de un reservorio endégeno (bucal o digestivo). Es

comun en individuos con inmunodeficiencias, en algunos casos la infeccion
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también se puede adquirir de otras personas, como puede ocurrir en la
candidiasis neonatal donde las madres presentan candidiasis vulvovaginal al
momento del parto (Rodriguez et al., 2002; Aguirre, 2002; Mayer et al., 2013; Da Silva et
al., 2014).

Todas aquellas circunstancias que alteren la integridad de la mucosa
mediante traumatismos, maceracion u oclusién (como ocurre en los portadores
de prétesis dental) favorecen la adhesion del hongo y la invasion de éste hacia
la mucosa. Aunque la relacién entre candidiasis bucal y diabetes es conocida
desde la antigiiedad, los trabajos comparativos no han demostrado de forma
concluyente mayor colonizacion por Candida en los pacientes diabéticos;
tampoco se ha demostrado una relacion entre el control glucémico o el tipo de
tratamiento diabético y la densidad de levaduras en la cavidad oral. Sin
embargo, si se ha constatado una prevalencia de Candida en la boca de los
diabéticos portadores de prétesis dentales con respecto a los no portadores,
haciendo posible que la asociacion de diversos factores predisponentes en
estos pacientes facilite mas rapidamente la colonizacién e infeccidon por

Candida (Aguirre, 2002).

2.3.2 Epidemiologia de la candidiasis

Histéricamente la candidiasis ha afectado a las personas desde el afio 2.000
A.C, como infecciones superficiales de la mucosa bucal y vaginal. Sin
embargo, no fue hasta los afios 1.800 que se investigo la patogenia de esta
enfermedad micética. Los estudios epidemiologicos realizados en los ultimos
afios, han mostrado una variacion considerable en la prevalencia de las
lesiones de la mucosa bucal en diferentes lugares del mundo (Rioboo et al., 2004;
Patil et al., 2015).

La presencia de Candida en la poblacion general, ha sido demostrada en

diversos grupos etarios entre los que se encuentran recién nacidos, lactantes,
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nifios, adultos, siendo de mayor proporcion la tercera edad (Rodriguez et al., 2002;
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Rioboo et al., 2004).

La prevalencia de especies de Candida en la cavidad bucal es un hallazgo
muy habitual (7 a 65%); sin embargo, muy pocos portadores sufren infecciones
por Candida. Ademas, los contajes de Candida en portadores sanos son
inferiores a los contajes hallados en personas que padecen distintas formas
de candidiasis, su valor aproximado es de 300-800 UFC/mL en saliva frente a
recuentos superiores a 20.000 UFC/mL respectivamente. Estos datos tienen
un valor limitado, debido a que personas sanas pueden tolerar altos contajes
de Candida sin padecer la enfermedad, mientras que recuentos bajos pueden
favorecerla en personas debilitadas (Otero et al., 2015).

La incidencia de Candida albicans en la cavidad bucal ha sido del 45 % en
recién nacidos, de 45% al 65% en nifios sanos, de 30% a 45% en adultos
sanos y 50-65% en personas con protesis dentales. Sin embargo, la
candidiasis, dependiendo del estado inmunitario del hospedero y de la
localizacion de las manifestaciones clinicas, puede ser superficial o profunda.
Al ser constituida como un proceso frecuente, se considera en la candidiasis
bucal que méas de 4/1000 pacientes de una consulta general presenta signos
de infeccion. No obstante, dado que la parte de los casos cursan sin
sintomatologia aparente, la prevalencia debe ser mayor (Akpan & Morgan, 2002;
Pardi & Cardozo, 2002; Otero et al., 2015).

La candidiasis bucal fue la primera forma clinica descrita dentro de esta
entidad infecciosa. Actualmente, su incidencia esta en aumento en los paises
desarrollados debido a factores facilitadores como la generalizacion del uso
de protesis dentales, la xerostomia, las mdultiples terapias con antibioticos,
tratamientos inmunosupresores, antineoplasicos, diabetes, prediabetes,

tabaco entre otros (Aguirre, 2002).
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2.3.3 Factores bucales que predisponen al padecimiento de candidiasis
en los pacientes diabéticos
2.3.3.1 Factores locales

- Alteracion de la barrera mucosa:

- Pérdida de continuidad o integridad de la mucosa: mediante traumatismos,
maceracion u oclusién (como ocurre en los portadores de protesis dental)
favorecen la adhesion del hongo y la invasion de la mucosa (Aguirre, 2002; Otero
et al., 2015).

- Modificaciones en el espesor de la mucosa: a medida que el epitelio se
atrofia, un elemento mas del envejecimiento, facilita la penetracién de C.
albicans la cual es capaz de inducir cambios, que incrementan la actividad
mitotica (Aguirre, 2002).

- Alteraciones salivales:

- Reduccién en el pH salival: habitualmente el pH oscila entre 5,6 y 7,8 como
ocurre bajo las protesis dentales removibles favoreciendo la adhesion de
Candida spp. a la mucosa.

-Reduccidn de la saliva: tanto en cantidad como en calidad debido farmacos
hipotensores (Aguirre, 2002).

- Dieta rica en_hidratos de carbono: las concentraciones altas de glucosa

aumentan receptores de C. albicans, incrementando su resistencia a la
fagocitosis (Otero et al., 2015).

- Tabaco: el habito de fumar favorece la aparicion de lesiones y
microabrasiones en la mucosa que facilitan la colonizacién, se ha descrito que
algunas especies de Candida pueden convertir los hidrocarburos aromaticos
del humo en metabolitos carcinogénicos (Otero et al., 2015).

- Otros: leucoplasia, cancer bucal, protesis (estomatitis protética) (Rodriguez et

al., 2002).
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2.3.3.2 Factores sistémicos

- Edad (periodos extremos de la vida): en los ancianos una enfermedad
frecuente es la palatitis candidiasica cronica y la queilitis angular, con una
prevalencia de 38% y 26% respectivamente. Sin embargo, la tercera edad no
debe considerarse un factor predisponente, sin embargo son los pacientes
mas vulnerables y con mas patologias sistémicas (Otero et al., 2015).

- Alteraciones endocrinas: la DM es la mas relacionada, ya que la elevada

concentracion y disponibilidad de glucosa favorece la adhesién del hongo
(Aguirre, 2002).

- Alteraciones nutricionales: las enfermedades anémicas favorecen la

aparicion de anormalidades en el epitelio y alteran algunos procesos
inmunoldgicos, destacando también la avitaminosis con deficiencia de folato,
B1, B2, B12 (Aguirre, 2002).

- Enfermedades sistémicas: la candidiasis mucocutanea cronica, candidiasis

atrofica cronica, glositis atrofica y queilitis angular. En ciertas enfermedades
malignas y en pacientes con sindromes mieloproliferativos también es mayor
la prevalencia (Rodriguez et al., 2002).

2.3.3.3.- Factores iatrogénicos

- Tratamiento con antibidticos: la utilizacion de antibiéticos de amplio espectro

afecta negativamente la microbiota, alterando su equilibrio (Rodriguez et al.,
2002).

- Tratamiento con corticoides: los corticosteroides de forma sistémica

favorecen el crecimiento de C. albicans, sin embargo, el efecto de los
corticoides deberia afiadirse el papel de la enfermedad de base para la cual

se administran (Otero et al., 2015).

2.3.4 Especies de Candida asociadas a manifestaciones bucales
Las infecciones bucales causadas por levaduras del género Candida han

sido reconocidas a lo largo de la historia. Candida spp. pertenece a la
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microbiota habitual de la cavidad bucal de individuos sanos, no obstante estas
levaduras pueden causar infecciones bucales y/o de la orofaringe (williams &
Lewis, 2011; Da Silva et al., 2014).

Los microorganismos involucrados como agentes etiologicos de la
candidiasis, se encuentran clasificados taxonémicamente en el Reino: Fungi
Division: Ascomycota Clase: Saccharomycetes Familia: Debaryomycetaceae
Género: Candida (NCBI, 2018). Este género comprende mas de 150 especies,
cuya principal caracteristica es la ausencia de forma sexual con excepcion de
algunas especies micoticas. Son clasificadas como levaduras, las cuales
corresponden a hongos con un modo de desarrollo predominantemente
unicelular. Solamente una docena de las especies pertenecientes al género
Candida poseen la facultad de adaptarse a una temperatura de 37°C y pueden
ser ocasionalmente patdgenas para el hombre, dentro de ellas estan: C.
albicans, C. tropicalis, C. kefyr, C. krusei, C. guillermondii, C. glabrata, C.
parapsilosis (Pardi & Cardozo, 2002; NCBI, 2018).

La Literatura actual demuestra que entre el 80-90% de la microbiota fungica
se encuentra constituida por C. albicans y el resto es atribuido a otras
especies, siendo las mas comunes C. glabrata (9-15%) y C. tropicalis (15% de
los casos). Sin embargo, otras especies de Candida tales como C.
parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. dubliniensis y C. tropicalis también han
sido aisladas en saliva de pacientes con o sin candidiasis bucal y siendo C.
albicans la especie de mayor frecuencia asociada con lesiones bucales (Glen &

Rodriguez, 2012; Da Silva et al., 2014).

2.3.4.1 Candida albicans

C. albicans es una célula eucariota, oval, levaduriforme de 2 a 4 micras,
presenta una pared celular delgada, en los tejidos infectados se ha identificado
en forma filamentosa denominadas hifas y pseudohifas que son células

alargadas de levadura que permanecen unidas entre si. Microscépicamente
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C. albicans presenta dimorfismo (capacidad de formar pseudohifas, hifas y
pseudomicelio), también puede formar esporas grandes de pared gruesa,
denominadas clamidosporas las cuales se evidencian mediante el cultivo en
bilis agar durante 48 horas a temperatura ambiente y la formacion de tubos
tubos germinales los cuales son producidos por C. albicans y C. dubliniensis
al colocar in pequefio in6culo de la levadura en suero humano, de conejo o
ratén, clara de huevo o en solucion protéica, durante un lapso de 2-4 h a 37
°C (Mendoza, 2005). La pared celular de C. albicans esta compuesta
principalmente por polisacaridos (el Manano o Manoproteina que ocupa mas
del 40% y principal antigeno de la superficie celular), proteinas entre un 6% vy
25%, lipidos entre 1% y 7% y quitina entre 0,6% y 9% del peso de la pared
celular (Pardi & Cardozo, 2002).

Una etapa esencial en el desarrollo de la candidiasis bucal es la
colonizacion de ésta por parte de C. albicans, proceso que involucra la
adquisicién, adherencia y mantenimiento de una poblacion estable de
levaduras. La infeccion por este microorganismo produce malestar, disgeusia,
disfagia, recuperacién lenta y una hospitalizacion permanente, donde la
infeccion puede propagarse a través del torrente sanguineo o tracto
gastrointestinal pudiendo producir una infeccién grave y diseminada con una
morbi-mortalidad significativa (Apkan & Morgan, 2002; Pardi & Cardozo, 2002).

Existen diversas circunstancias que provocan variaciones sobre la
colonizacion bucal por C. albicans como lo son: la hospitalizacion, tratamiento
antimicrobiano prolongado, la alimentacion, la edad, alteraciones salivales, el
uso de prétesis dentales, el tabaco, alteraciones inmunoldgicas y endocrinas
(diabetes), incluso se ha podido comprobar que existen variaciones del estado
del portador a lo largo del dia y una especial afinidad por colonizar el dorso
lingual, el paladar y la mucosa bucal, por lo tanto el establecimiento de la

candidiasis ocurre cuando se perturban los parametros de equilibrio fisioldgico
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gue mantienen la homeostasia del medio bucal (Aguirre, 2002; Rodriguez et al.,

2002; Otero et al., 2015).

2.3.5.- Clasificacion de la candidiasis bucal

Una caracteristica coman en todas las clasificaciones de la candidiasis
bucal ha sido la tendencia a diferenciar claramente las formas agudas, de corta
evolucion y que remiten con el tratamiento, de las formas crénicas, de larga
evolucion y generalmente de dificil tratamiento, probablemente por la
persistencia de factores predisponentes. Actualmente consideramos las

siguientes formas clinicas de candidiasis oral (ver tabla 2) (Otero et al., 2015).
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Tipo de Caracteristicas clinicas Localizaciéon Presentacién clinica Diagnéstico Referencia
Candidiasis Signos Sintomas
Llamada también “muguet”. -Examen clinico. Aguirre, 2002; Al-
Candidiasis -Forma aguda: evolucién menor -Mucosa bucal: yugal, Placas blanquecinas o -Hipogeusia -Recoleccion de la muestra Maskari et
pseudomembranosa de 15 dias. paladar, orofaringe, amarillentas, blandas o -Disgeusia. mediante raspado. al.,2011; Otero et
-Forma crénica: persiste en el margenes laterales de la cremosas. -Ardor. -Visualizacion de hifas, al., 2015.
tiempo lengua y encias -Dolor. pseudohifas y levaduras
Llamada también “Lengua -Depapilacion de la mucosa -Imposibilidad de
dolorosa antibiética”. -Mucosa oral: dorso (pérdida de las papilas ingerir alimentos Ugalde, 2008;
Candidiasis -Forma aguda: parte de la lingual y paladar filifgrmes) ) 3 (éc_idos, picantes o -Examen clinico. ] Otero et al., 2015
eritematosa lengua o -Eritema de diversos tamafios. calientes). -Raspado para cultivo de la
-Forma croénica: afecta el -Dolor profundo. mucosa de la lengua.
paladar -Resequedad.
Llamada también “Leucoplasia -Placas blancas que no
candidiasica”. -Mucosa yugales: zona desprenden con raspado Williams & Lewis,
-Forma homogénea: placa retrocomisural -Lesiones bilaterales, -Biopsia para diferenciarla de 2011; Otero et al.,
Candidiasis blanca uniforme y adherentel -Lengua, labios y paladar rgtrocomisurales con for}ma -Son indoloras. otros procesos cancerigenos 2015
f L -Forma nodular: con presencia triangular de base anterior y
hiperplasica de nédulos mdltiples vértice posterior.
“Sindrome cronico de -Engrosamiento, cambio de
candidiasis mucocutanea”, se - Ocupa extensas areas color y agrietamiento de la ufia
Candidiasis Qresenta qcupando extensas dg piel, mucosa oral y —Erupcic’)nl priginando | o
mucocutanea areas de piel, mucosa oral y ufias. deformacion, puede cubrir la -Examen clinico Otero et al., 2015

ufias.
- No es hereditaria

- Costras densas

cara y el cuero cabelludo

Lesiones asociadas a Candidiasis

Estomatitis
Protésica

“Estomatitis subproétesis o
Palatitis subplaca”

-Mucosa palatina con
mayor frecuencia.
-Mucosa mandibular.

Eritema y edema que afecta
parte o totalidad de la mucosa
palatina

-Asintomatico
-Bajos episodios
dolorosos
-Quemazoén y picor

-Examen clinico y
microbiolégico.

Rodriguez et al.,
2002; Otero et al.,
2015

Quelitis comisural

Llamada también “boquera o
perleche”.

-Angulo de la boca
(comisuras)

Pequenias erosiones, fisuras y
finas grietas con formacion
costrosa a su alrededor cubierta

-Dolor intenso con gran

afectacion de la

capacidad funcional a

Diferencial: se aisla levadura y
Staphylococcus

Rodriguez et al.,
2002; Al-Maskari
etal.,, 2011; Otero

con una débil capa cremosa escasa etal.,, 2015
Glositis romboidal Denominada también “Glositis -Regién posterior del -Linea media del dorso lingual -Inflamacién Examen clinico de laboratorio: Otero et al., 2015
losangica mediana” dorso de la Lengua formando una area rojiza -Dolor se realiza cultivo para

media

romboidal plana

-No se observa papilas filiformes

C.albicans

Lengua negra
vellosa

Denominada “Lengua negra
pilosa”

-Tercio medio de la
lengua pero puede
extenderse por toda la
superficie

-Aumento del tamafio de las
papilas filiformes

-Formacion de vellosidades de
coloracién oscura

-Asintomatico
-Sensacion de

atragantamiento o mal

sabor

Examen clinico bucal

Otero et al., 2015

Fuente: Elaborada por el Autor.

28



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.3.6 Opciones terapéuticas para la candidiasis bucal

Las principales enfermedades que hacen vida en la cavidad bucal son de
origen microbiano, por lo tanto el uso de sustancias microbicidas es un hecho
frecuente. Por su parte, las levaduras del género Candida requieren atencion
especial por su implicacion en diversas patologias bucales y su
comportamiento patégeno oportunista en pacientes inmunosuprimidos,
ancianos y diabéticos (Molina et al., 2008).

El tratamiento contra la candidiasis se realiza mediante terapia antifingica,
el mecanismo de accion de este tipo de antimicrobianos se encuentra dirigido
sobre los esteroles de la membrana celular del hongo o contra las enzimas
gue regulan la sintesis de los acidos nucleicos, ya sea por via local (t6pica) o
sistémica, la decision de tratar las infecciones superficiales con un agente
topico o sistémico dependera del hongo involucrado, de su localizacién y de la
extension de la lesion (Aguirre, 2002; Otero et al., 2015).

Las dos familias de antifungicos empleados de manera frecuente en el
tratamiento de la candidiasis bucal son los polienos y los azoles en forma
tépica. Los polienos son fungicidas, su mecanismo de accion lo ejerce
mediante la unién directa al esterol (estructura basica de la membrana celular)
de Candida en éstos se incluyen la anfotericina B y la nistatina; por su parte
los azoles son fungistaticos, actiuan sobre la membrana celular deteriorando
su permeabilidad, entre los representantes de esta familia encontramos:
ketoconazol, fluconazol, itraconazol y miconazol. Los agentes tOpicos se
encuentran disponibles en enjuagues bucales y tabletas orales (Ugalde, 2008;
Williams & Lewis, 2011; Otero et al., 2015).

La aplicacion del tratamiento topico se realiza sobre la zona afectada, el
cual requiere un tiempo de contacto suficiente entre el farmaco y la mucosa
oral. La prescripcion de medicamentos sistémicos se encuentra indicada
cuando la infeccién esta mas extendida y el paciente no muestra mejoria

clinica con la terapia topica, se usan por via intravenosa con el fin de evitar
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recidivas, se recomienda continuar con la terapia 2 a 3 semanas mas alla del
cese de los signos y sintomas (Garcia et al., 2014; Otero et al., 2015).

Actualmente el uso de antifingicos se encuentra limitado debido a factores
como baja potencia, baja solubilidad, toxicidad y la aparicion de cepas
resistentes. Diversos estudios han demostrado que el tratamiento oral con
farmacos como el fluconazol, ketoconazol e itraconazol son eficaces contra
Candida, sin embargo, éstos presentan toxicidad sistémica. Por lo tanto, el uso
indiscriminado y prolongado de antifungicos ha favorecido una selecciéon de
microorganismos resistentes, razon que ha motivado el uso de productos de
origen natural como una importante alternativa para el tratamiento de

infecciones producidas por especies de Candida (Glehn & Rodriguez, 2012).

2.3.7 Plantas medicinales: opciones terapéuticas alternativas para la
candidiasis bucal

El empleo de plantas medicinales para el tratamiento de problemas de salud
humana data desde el afio 1700 A.C, es asi como las civilizaciones egipcia,
china, griega y romana han descrito tratados de especies vegetales y sus usos.
A partir de los afios setenta la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
incentivo el estudio cientifico orientado a mejorar y afianzar el conocimiento de
las propiedades de las plantas como agentes medicinales y nutricionales para
el ser humano (Molina et al., 2008; Milian et al. 2010; Glehn & Rodriguez, 2012).

La OMS ha descrito que alrededor de 4 millones de personas emplean
plantas medicinales para el cuidado de su salud, por lo que existen
investigaciones fitoterapéuticas que sustentan los beneficios de componentes
extraidos de las plantas, siendo los extractos, el producto de la planta que
representa la principal alternativa con resultados favorables en la disminucion
de los microorganismos en la mucosa bucal (Molina et al., 2008; Rodriguez, 2015).

El tratamiento de la candidiasis no solo se circunscribe al campo de la

medicina convencional, sino también al de la medicina tradicional y natural,
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por lo que los fitofarmacos, epifarmacos, la homeopatia y la acupuntura son
unas de las alternativas disponibles. En el caso de los fitofarmacos se ha
descrito que el ajo, la manzanilla, el romerillo blanco, la sabila, el llantén, la
sidra, la menta americana, el jengibre, la canela, el hinojo, el anis, la caléndula
entre otros poseen actividad antifingica (Rodriguez et al., 2002).

Calendula officinalis L. (Asteraceae) constituye una opcion terapéutica, ya
que sus extractos han demostrado actividad antibacteriana contra
Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis y actividad antifingica contra
Candida albicans (Palma, 2014).

En el ambito odontologico, el empleo de extractos de C. officinalis es
prometedor, de manera in vitro se ha demostrado su actividad anticandida. Los
estudios in vivo de enjuagues bucales con C. officinalis L. han mostrado ser
eficaces en la reduccion de gingivorragia y contra bacterias
periodontopatégenas. Comparaciones de los extractos de Calendula con
solucion de clorhexidina al 20%, han mostrado una disminucion del
crecimiento bacteriano de la biopelicula dental en un 16,4%, a su vez, también
arroja efectos cicatrizantes y acelerador de los procesos de maduracién ésea
en post extraccién dentaria no evidenciados en la soluciones de Clorhexidina
(Molina et al., 2008; Faria et al., 2011; Williams & Lewis, 2011).

En los pacientes diabéticos el éxito del tratamiento anticandida va de la
mano con la correccion conjunta de los factores sistémicos y los factores
locales (xerostomia y la higiene bucal y de las prétesis) (Aguirre, 2002; Ugalde,
2008). Por tanto, las plantas medicinales constituyen una alternativa terapéutica
a los medicamentos en el tratamiento de muchas enfermedades (Molina et al.,

2008; Milian et al. 2010; Glehn & Rodriguez, 2012).
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2.4 Métodos empleados para la evaluaciéon de la actividad antifungica
2.4.1 Importancia

La mayoria de las manifestaciones de candidiasis bucal se encuentran
asociadas a la formacién de biopelicula por parte de Candida spp. la cual trae
como consecuencia la resistencia a la terapia antimicrobiana. Es por ello, que
la valoracion de susceptibilidad antifingica representa un medio para predecir
las concentraciones terapéuticas de farmacos antimicoéticos utilizados para
tratar una variedad de infecciones por especies del género Candida (Ramage et
al., 2001).

Las pruebas de susceptibilidad antifingica tienen como objetivo principal
evaluar en el laboratorio (in vitro) el comportamiento de un microorganismo
ante uno o varios antimicéticos. Los resultados obtenidos de estos ensayos
proporcionan una valiosa informacion acerca de la posibilidad de tratar con
éxito a un paciente infectado con un microorganismo fungico empleando un

agente antifingico especifico (Ramirez et al., 2006).

2.4.2 Métodos para evaluar la actividad antimicrobiana

Los métodos para evaluar la actividad antimicrobiana estan clasificados, en
tres grupos principales: Métodos de difusion, métodos de dilucién (ver tabla 3)
y bioautografia, un cuarto método es el analisis conductimétrico, el cual
detecta el crecimiento microbiano como un cambio en la conductividad
eléctrica o impedancia del medio de cultivo (Ramirez & Marin, 2009).

Estos métodos siempre requieren que las concentraciones de las
sustancias antifungicas a evaluar y los in6culos microbianos se encuentren
estandarizados con el objetivo de evitar un crecimiento exacerbado, que
impida el analisis de los resultados o proporcione resultados errados lo cual
puede variar significativamente la respuesta del extracto vegetal o aceite,
indicando la necesidad de utilizar concentraciones mayores de éste para

inhibir el crecimiento del microorganismo (Ramirez & Marin, 2009).

32



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

Es recomendable tomar el in6culo de cultivos en la fase exponencial de
crecimiento de un cultivo puro para evitar seleccionar variantes atipicas. Los
medios de cultivo mas utilizados en dichas técnicas son el agar Mueller Hinton,
ya que sus componentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas
bacterianas y mayor difusién de los antimicrobianos, por su parte para la
evaluacion de antifungicos los medios de cultivos empleados son Agar Mueller
Hinton suplementado con 2% de glucosa y Agar RPMi 1640 (Ramirez & Marin,
2009).
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Tabla 3. Caracteristicas de los métodos empleados para la valoracion de susceptibilidad antimicrobiana

In6culo y Medio de

Método Fundamento - Material requerido Ventajas Desventajas Referencia
cultivo
Métodos de difusion
3 Papel filtro Whatman - Brinda informacién cualitativa o
o Inéculo: 1,5x10° » ] o
Difusion  en UFCImL de 6 mm de didmetro - Resultados son  semicuantitativa.
m
agar (disco) ) ) impregnados con los altamente reproducibles. - Para microorganismos flingicos i
Basado en el Medio de cultivo: ) . ) ) - Ramirez &
i diferentes antibiéticos - Bajo costo. levaduriformes no es muy aceptada .
método - Agar  Mueller i y o Marin, 2009.
. ) Categoria de lectura de la  valoracion  cualitativa de .
originalmente Hinton o » e . - Ramirez et
) facil interpretacion por los  susceptibilidad antifingica.
descrito por Bauer suplementado con al., 2006.

Difusiébn en

agar (pozo)

y colaboradores en
1966.

2% de glucosa
- Agar RPMi 1640

Concentracion del

antimicrobiano

clinicos.

- No requiere equipos

- Factores inherentes al medio de

cultivo, tiempo de generacion del

- Jorgenses &
Ferraro, 2009

estandarizado especializados. microorganismo y principios
suplementado con -
- Normado por el CLSI. técnicos pueden  afectar los
glucosa al 2%.
resultados
Método de dilucion
Dilucion  en ) - Permiten determinar la
- Placas de Petri. .
agar ) Concentracion inhibitoria
—— __ Determina la ) " i
Microdilucion » i Inéculo: 1,5x10° minima (CIM) de una - Ramirez &
concentracion mas - Microplacas. . . ) » }
en caldo . o UFC/mL sustancia antimicrobiana. - La preparacion manual de las Marin, 2009.
baja del antibiético ) ) ) ) .
o Medio de cultivo: - Genera un resultado concentraciones de las sustancias - Ramirez et
que puede inhibir el o o ) )
o o - Caldo o Agar RPMI cuantitativo. antimicrobianas resultan tediosas y  al., 2006.
crecimiento visible ) - )
Macrodilucién 1640 suplementado - Herramienta util para laboriosas - Jorgenses &
de un - Tubos de ensayo . .
en caldo ) ) con glucosa al 2%. investigar nuevas Ferraro, 2009
microorganismo. .
sustancias

antimicrobianas.

CLSI: Clinical Laboratory Standard Institute. CIM: Concentracién Inhibitoria Minima. UFC: Unidad Formadora de colonias.

Fuente: Elaborada por el Autor.
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- La Bioautografia: puede representar una herramienta util para la purificacion

de sustancias antimicrobianas, o como técnica preliminar de tamizaje
fotoquimico. Se realiza a través de cromatogramas, que permiten la
localizacion de los compuestos activos, incluso en matrices complejas como
los derivados de productos naturales. Se puede definir como una variacion de
los métodos de difusion en agar, donde el analito es absorbido dentro de una
placa de cromatografia delgada TLC.

El método consiste en colocar las muestras a evaluar en placas de TLC, se
selecciona la fase mévil que permita una mejor separacién, posteriormente
esta placa es llevada y colocada en forma invertida sobre una placa de Petri
previamente inoculada con el microorganismo a evaluar , se deja de 8 a 12
horas en la nevera para facilitar la difusion de los extractos en el medio, luego
se retira la placa y se lleva la placa a incubacién segun los requerimientos del
microorganismo; luego se observa el halo de inhibicion donde esta el
compuesto activo. Para visualizar mejor los resultados se puede utilizar alguna
sal de tetrazolium (Ramirez & Marin, 2009).

- Métodos comerciales: de mayor utilizacion en los laboratorios de

microbiologia por su factibilidad y buena concordancia con los métodos de
dilucion en caldo, el método Etest® (AB BioDisk, Solna, Sweden) se encuentra
aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) para susceptibilidad a los antifangicos in vitro por parte de
Candida spp. Es un método simple, que involucra la inoculacién del hongo en
la superficie de un agar, seguido de la aplicacibn de una tira plastica
impregnada con un gradiente de concentracion del antifingico, lo cual permite
determinar la CIM. Luego, la placa se incuba a 37 °C por 24 a 48 horas y se
genera una elipse de inhibicion que permite obtener la CIM. Se ha utilizado en
levaduras y en hongos filamentosos y se han probado distintos medios siendo

el més utilizado, RPMI suplementado con glucosa al 2% (Tapia, 2009).

36



& ) , .
JH CAPITULO II: MARCO TEORICO
y

Actualmente se encuentra disponible en el mercado un método
automatizado para determinar CIM, Vitek 2® (Biomerieux), que utiliza una
lectura espectrofotométrica, la cual facilita la lectura de la CIM. Tiene la ventaja
de encontrarse acoplado a la identificacion de levaduras. Un estudio
multicéntrico revel6 un alto nivel de reproducibilidad de los resultados y una
concordancia de 93,7 a 97,9% con el método de dilucién en caldo. Ademas,
los resultados pueden obtenerse a partir de las 10 hasta las 26 horas de

incubacioén (Tapia, 2009).
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MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipo de investigacion

El siguiente trabajo de investigacion es de tipo explicativo y descriptivo ya
gue es un tema poco estudiado, por lo que sus resultados constituyen una
vision aproximada de dicho objeto (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2003). En este
estudio se realiz6 una evaluacion de la actividad antifangica in vitro de los
extractos etanolico, acetdnico y hexanico de flores de Calendula officinalis L.
sobre aislados de Candida albicans provenientes de lesiones bucales en

pacientes diabéticos tipo 2.

3.2 Sistema de variables
3.2.1 Variable independiente
La actividad biolégica de las moléculas presentes en los diferentes extractos
obtenidos de flores de Calendula officinalis L.
3.2.2 Variable dependiente
El crecimiento de los aislados de Candida albicans en agar Saboraud

dextrosa suplementado con extractos de flores de Calendula officinalis L.

3.3 Hipotesis

“Los extractos etandlico, aceténico y hexanico de flores de Calendula
officinalis a concentraciones de 50ug/mL y 100ug/mL poseen actividad
antifungica sobre los aislados de Candida albicans obtenidos de lesiones

bucales en pacientes diabéticos tipo 2”.

38



&) ) .
‘M CAPITULO IV: MARCO METODOLOGICO
,
3.4 Instrumentos y recoleccidon de datos.

En la presente investigacion se empled la técnica directa de observacion,
utilizando una libreta de anotaciones donde se registraron los resultados

obtenidos.

3.5 Especimenes Bioldgicos

Se empled una coleccion de 11 cepas (ver tabla 4 y figura 3a) de Candida
albicans aisladas de lesiones bucales en pacientes diabéticos tipo 2,
pertenecientes al Cepario del proyecto “Candidiasis Bucal: aspectos clinicos,
epidemiologicos y microbiolégicos” del Laboratorio de Diagndstico e
Investigaciones Microbiologicas “Dra. Celina Araujo de Pérez” del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes. Los especimenes bioldgicos se
encontraban conservados en caldo BHI con 20% de glicerol a -20°C.

Tabla 4. Especimenes biol6gicos empleados para la determinaciéon de

actividad antifungica

Nombre: Candida albicans
CVCM: 385

Cepa control Referencias: Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel.

Nombre: Candida albicans
Codificacion: 35, 27L1a, 13L2a, 16 Rca, 33L1a, 29, 02, 47, 23L, O7E
y 55

Cepas a estudiar Referencia: Cepario del proyecto “Candidiasis Bucal: aspectos
clinicos, epidemioldogicos y microbiolégicos” del Laboratorio de
Diagnéstico e Investigaciones Microbiologicas “Dra. Celina Araujo
de Pérez” del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis. Universidad de Los Andes.

Fuente: Elaborada por el Autor.

Los extractos de las flores de Calendula officinalis fueron obtenidos en 2015,
durante el desarrollo del Trabajo especial de Grado titulado “Actividad

antibacteriana de extractos de flores de Calendula Officinalis L. sobre
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Streptococcus mutans CVCM 656 y Lactobacillus acidophilus CVCM 610” por
las Odontologos Greymar Soto y Aury Sanchez (Soto y Sanchez, 2015). Los
extractos se mantuvieron conservados a temperatura ambiente en envases

color ambar hasta su utilizacién (ver figura 3c).

< b

Extractos de
Calendula
I ( officinalis L

Figura 3. Especimenes bioldgicos. a) Coleccion de cepas de Candida albicans.

b) coleccion de cepas reactivadas. c) Extractos de Calendula officinalis L.

Fuente: Elaborada por el autor.

3.6 Procedimiento

3.6.1 Reactivacion de la coleccion de cepas y preparacion del in6culo
Los aislados de Candida albicans, fueron descongelados progresivamente
hasta alcanzar temperatura ambiente posteriormente, se inocularon 20 uL en
agar Saboraud Dextrosa, y se incubaron durante 24 horas a 35 °C en

aerobiosis (ver figura 3b).
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Se verifico la pureza de las cepas mediante de la observacion de las
caracteristicas macroscopicas de las colonias obtenidas y la observacion
microscopica de las células fungicas mediante examen directo en solucién
salina fisiolégica estéril.

El in6culo se preparo a partir de colonias aisladas que fueron resuspendidas
en solucion fisiolégica estéril hasta alcanzar una turbidez equivalente al patron
0,5 de McFarland (1x10°8 a 5x10° células/mL) (ver figura 4d-e).

3.6.2 Actividad antifungica
3.6.2.1 Preparacion de la solucion stock del extracto.

Se preparo una dilucion 1:10 pesando 10000ug (10mg) de cada extracto a
evaluar y diluyéndolo en un tubo de ensayo que contiene 10 mL
Dimetilsulfoxido (DMSO), obteniendo una solucion Stock equivalente a
1000ug/mL de concentracion

Para la concentracion equivalente a 100ug/L de cada extracto, se agrego
2mL de la solucion Stock en 18 mL Agar Sabouraud temperado. Para la
concentracion equivalente a 50ug/L de cada extracto, se agregé 1mL de la
solucién Stock en 19 mL Agar Sabouraud temperado, posteriormente se vertié

en placas de Petriy se permitioé su solidificacion (ver figura 4b-c ).

3.6.2.2 Inoculacion de las placas

Una vez solidificadas las placas, estas fueron inoculadas con 5 uL de una
suspension equivalente a 0,5 McFarland de cada aislado fungico sobre la
superficie del agar, conservando una distancia prudente entre cada una de
ellas. Se permitié la absorcion y se incubaron a 35 °C durante 24 a 72 horas
(ver figura 4f).
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3.6.2.3 Determinacion de la actividad antifungica de los extractos
La actividad antifungica se determiné observando la presencia o ausencia de
crecimiento fungico a las concentraciones evaluadas durante tres intervalos

de tiempo de incubacion 24 horas, 48 y 72 horas.

Figura 4. Prueba para la actividad antifiUngica. a) Rotulacion de las placas. b)
Preparacion de la solucion stock del extracto. c) mezcla del extracto con el agar
Sabouraud Dextrosa. d-e) Preparacion del inéculo equivalente a 0,5 McFarland. f)
Inoculacién de las placas con la suspensién fangica.

Fuente: Elaborada por el autor.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Extractos a concentraciéon 50 pg/mL

Al evaluar el efecto antifingico de los extractos a una concentracion de 50
Hg/mL no se observo efecto fungicida a las 24 horas en un alto porcentaje de
las cepas de Candida albicans analizadas. Salvo las siguientes excepciones
- Extracto etanolico: las cepas CVCM 385 y 35 presentaron crecimiento
incipiente.

- Extracto acetonico: la cepa 27L1a present6 un crecimiento incipiente y en la
cepa 13L2a se observd ausencia de crecimiento.

- Extracto hexanico: las cepas 27L1a y 33Lla presentaron crecimiento
incipiente (ver tabla 4).

Por su parte, la evaluacion a las 48 horas de incubacion respecto a las 24
horas anteriores evidencio:

- Extracto etandlico: la cepa CVCM 385 presentd crecimiento, mientras que la
cepa 35 mantuvo su crecimiento incipiente.

- Extracto acetonico: la cepa 27L1a mostrd crecimiento y en la cepa 13L2a se
observoé crecimiento incipiente.

- Extracto hexanico: las cepas 27L1a y 33L1a presentaron crecimiento mayor
al observado en las 24 horas anteriores de incubacion (ver tabla 5).

Asi mismo la evaluacion a las 72 horas de incubacion, demostré que no
hubo diferencia significativa respecto a la observacién realizada a las 48 horas
(ver tabla 5y Anexo 1).

Extractos a concentracion 100 pg/mL

La actividad antifungica de los extractos a una concentracion de 100 pg/mL

mostré mejores resultados inhibitorios de crecimiento fingico respecto a la

concentracion de 50 pg/mL, observandose para las 24 horas de incubacién
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ausencia de crecimiento de C. albicans en la mayoria de las cepas, con las
siguientes excepciones:
- Extracto etandlico: la cepa 33L1a present6 crecimiento incipiente.
- Extracto acetdnico: la cepa 23L presento un crecimiento incipiente y en la
cepa 13L2a se observo ausencia de crecimiento.
- Extracto hexanico: la cepa 27L1a presentd un crecimiento incipiente.

La actividad antifangica se mantuvo similar durante las 48 y 72 horas
siguientes de incubacién, sin embargo en el extracto hexanico la cepa 29
presentd un crecimiento incipiente, el cual no habia sido observado durante

las 24 y 48 horas anteriores de incubacion (ver tabla 5).

Al relacionar la actividad biologica de las dos concentraciones evaluadas de
los extractos se evidencidé que la concentracion de 50 pg/mL presentd una
actividad fungistatica en contraste con la concentracion 100 pg/mL que
demostrd una actividad fungicida para la mayoria de las cepas de C. albicans

evaluadas (ver tabla 5y Anexo 2).
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Tabla 5. Caracteristicas de los métodos empleados para la valoracion de susceptibilidad antimicrobiana

EXTRACTO ETANOLICO EXTRACTO ACETONICO EXTRACTO HEXANICO
24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas
50 100 50 100 50 100 50 100 50 100 50 100 50 100 50 100 50 100
CEPA  pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
CvC™M* [+ - + - + - + - + - + - + - + - + -
35 -+ - -+ - -+ - + - + - + - + - + - + -
27L1a + - + - + - -+ - + - + - -+ -+ + -+ + -+
13L2a + - + - + - - - -+ - -+ - + - + - + -
16Rca + - + - + - + - + - + - + - + - + -
33L1a + [+ + [+ + -[+ + s + - + 4 -+ - + - + -
29 + - + - + - + - + - + - + - + - + [+
02 + - + - + - + - + - + - + - + - + -
47 + - + - + - + - + - + - + - + - + -
23L + - + - + - + [+ + -[+ + -+ + - + - + -
07E + - + - + - + - + - + - + - + - + -
55 + - + - + - + - + - + - + - + - + -

-: Ausencia de crecimiento. +: Presencia de crecimiento. +/-: Crecimiento incipiente. CVCM*: Candida albicans CVCM 385

Fuente: Elaborada por el Autor.
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CAPITULO V
DISCUSION

La amplia riqgueza de los recursos herbales en el mundo oscilan entre
250.000 y 500.000 especies conocidas, no obstante este recurso no se
aprovecha de manera adecuada a pesar de que su uso en el tratamiento de
enfermedades es ancestral (Mesa et al., 2004). El empleo de plantas medicinales
es una costumbre que se ha mantenido hasta nuestros dias principalmente en
poblaciones rurales, lo que ha permitido recopilar un amplio conocimiento
etno-farmacolégico constituyendo el punto de partida para investigaciones
dirigidas en la busqueda de moléculas activas con efectos terapéuticos y
antimicrobianos (Mesa et al., 2004; Soto & Sanchez, 2015) como el llevado a cabo en
esta investigacion.

En los pacientes diabéticos la polimedicacién constituye un problema de
salud publica no solo por su prevalencia sino por su constante incremento ya
gue este hecho va estrechamente relacionado con el envejecimiento de la
poblacién (Gavilan et al., 2012). A pesar de que los medicamentos constituyen las
herramientas terapéuticas claves para el manejo de multiples enfermedades,
éstos traen consigo efectos indeseados tanto a nivel clinico como en la calidad
de vida y la dependencia el paciente producto de los efectos colaterales que
éstos causan, ademas de las repercusiones econdmicas para el paciente y el
Estado (Castellano & Cruz, 2012; Gavilan et al., 2012), es por ello que cuando estos
pacientes presentan infecciones ya sean bacterianas o fungicas asociadas a
su enfermedad de base, la busqueda de efectos saludables y antimicrobianos
gue permitan minimizar los efectos adversos de estas terapias farmacolégicas
conllevan al auge e incremento del uso de extractos de plantas como opciones
terapéuticas coadyuvantes 0 como monoterapias.

A lo largo de la historia se ha descrito el empleo empirico de Calendula
officinalis L para el tratamiento de diversas afecciones del hombre como

respuesta a la falta de accesibilidad a los tratamientos médicos tradicionales y
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a los elevados costos de los mismos, de hecho existen diversos estudios tanto
en modelos murinos (ratas y hamsters) como modelos clinicos que validan las
propiedades terapéuticas de los extractos de esta planta tales como:
propiedades antiinflamatorias (Aro et al., 2012; Buzzi et al., 2016@), regeneracion de
tejido bajo el empleo como tratamiento topico para mejorar la cicatrizacion de
Ulceras en pacientes diabéticos (Buzzi et al, 2016 ®), en el tratamiento y
cicatrizacion de lesiones bucales post-extraccion dental (Uribe et al., 2016), cOmMO
tratamiento antibacteriano en piel y mucosas contra Staphylococcus aureus,
Proteus mirabilis, bacterias periodontopatégenas y como antifingico contra
Candida albicans (Gazim et al., 2008; Molina et al., 2008; Muley et al., 2009; Faria et al.,
2011; Palma, 2014).

La candidiasis en los pacientes diabéticos tipo 2 constituye un problema
microbiolégico producto de la persistencia de diversos factores predisponentes
gue favorecen la colonizacién e infeccion por Candida (Aguirre, 2002, Rodriguez et
al., 2002: Afez et al., 2009, Otero et al., 2015). El incremento de la colonizacién bucal
por C. albicans en estos pacientes se encuentra mediada por el desequilibrio
metabdlico de carbohidratos que estas personas presentan y los
microambientes anaerdbicos que crean el uso de las prétesis en conjunto con
la disponibilidad de sustratos y el favorecimiento de formacion de biopeliculas
lo que conlleva al desarrollo de candidiasis bucal (Gendreau & Loewy, 2011; Suarez
etal., 2013; Zomorodian et al 2016; Llanos et al 2017), ameritando el uso de tratamiento
antifangico donde los extractos de plantas como Calendula officinalis L
constituyen una opcioén terapéutica natural y alternativa.

La elaboracién de extractos naturales permite la obtencion de los principales
componentes de una planta o parte de ésta en una mezcla, la cual mediante
diversos procesos de separacion y cuantificacion, muestra la proporcion de los
diversos constituyentes que se encuentran presentes, tal como fue realizado

por Soto y Sanchez en el 2015 cuya investigacién contemplé la elaboracién de

a7



QEH, y CAPITULO V: DISCUSION
L

los extractos de flores de Calendula officinalis L empleados en esta
investigacion (Soto & Sanchez, 2015).

Los extractos etandlico, acetonico y hexanico empleados en este trabajo en
concentraciones de 100 pug/ml y 50 pg/ml mediante la técnica de dilucion en
agar demostraron actividad biologica in vitro de tipo antifingica, donde la
mayor concentracion evidencié un efecto fungicida y la menor un efecto
fungistatico, siendo concordante con estudios realizados por El Astal et al.,
2005 quienes realizaron una comparacion de las caracteristicas inhibitorias de
5 extractos de Calendula officinalis sobre Candida albicans y bacterias Gram
positivas y Gram negativas demostrando efectos inhibitorios en
concentraciones terapéuticas normales y altas diluciones mediante la técnica
de difusiéon en disco (El Astal et al., 2005), del mismo modo en el 2008 Gazim et
al., evaluaron la actividad in vitro del aceite esencial de flores de C. officinalis
evidenciando actividad antifiungica contra 23 cepas de Candida sp., y para el
afio 2010 Milian et al., evaluaron la propiedad antimicética de un extracto
acuoso de C. officinalis reservado durante un afio luego de su elaboracion
evidenciando actividad bioldégica y conservacion de las caracteristicas
fisicoquimicas del mismo (wvilian et al., 2010). Por lo tanto, la evaluacion in vitro
constituye un pilar fundamental que dirige las investigaciones de nuevas
opciones terapéuticas antifingicas, donde la evaluacion de concentraciones
intermedias que contemplen el rango empleado en este trabajo son
necesarias.

Entre los principales constituyentes de los extractos Calendula officinalis L
se han descrito la presencia de flavonoides, carotenoides, polisacaridos,
saponinas, tripertenos, acidos fendlicos, cumarinas y taninos (Millan et al., 2010;
Gordo, 2015; Ojeda, 2016). Si bien, la presente investigacion empled los extractos
en su totalidad, Soto y Sanchez investigaron los principales componentes de
los extractos encontrando que el extracto hexanico estaba compuesto de

flavonoides; fenoles y taninos; cumarinas, tripertenos y esteroides en el caso
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del extracto de etanol presenta compuestos como alcaloides, cumarinas,
tripertenos y esteroides. Posteriormente los extractos de hexano y acetona
fueron analizados por Cromatografia de gases destacando que el extracto de
hexano el componente mayoritario es el alfa cadinol (13,09 %) seguido del
delta cadineno (11,15 %) y el &cido hexadecanoico (9,92 %). Por otra parte el
extracto aceténico el componente mayoritario es el delta cadineno (9,81 %)
seguido del alfa amorfeno (9,62 %) y la Oplopanoa (5,54 %) (ver anexo 3,4y
5). La mencionada composiciéon nos permite indicar que los componentes
mayoritarios de los extractos evaluados en este estudio pertenecen a familia
de los sesquiterpenos, cuyo mecanismo antifingico no ha sido esclarecido
aun.

En este sentido, es importante realizar evaluaciones que permitan
determinar de manera separada la actividad antifingica de cada uno de los
principales componentes del extracto, a fin de explorar que no se trate de una
actividad sinérgica entre éstos (Vizcaya et al., 2014). Por otra parte, las sustancias
activas de Calendula officinalis pueden verse afectadas o desaparecer en los
pasos de los métodos de extraccion de estos extractos, asi como también, las
cepas pueden verse alteradas por cambios genéticos y cambios
conformacionales de las estructuras diana de los sitios de accion de las
moléculas con actividad antifungica, lo que podria explicar el comportamiento
biolégico (crecimiento incipiente) de un grupo de cepas analizadas en este
estudio.
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CAPITULO VI

CONCLUSION

Con los analisis realizados en esta investigacion, se observo que:

1. Los extractos etandlico, acetonico y hexanico de flores de Calendula
officinalis L. presentaron actividad biologica de tipo fungicida y fungistéatica
sobre la coleccion de cepas de Candida albicans evaluadas.

2. Los extractos preparados a una concentracion de 50 pg/mL presentaron
actividad de fungistética.

3. Los extractos preparados a una concentracion de 100 ug/mL presentaron
actividad de fungicida.

4. No se observo diferencia de la actividad antifungica entre cada uno de los
extractos evaluados; es decir, los tres extractos evaluados en las
concentraciones de 50 pg/mL y 100 pg/mL no demostraron diferencias
significativas respecto a su espectro de accion en la coleccion de Candida
albicans evaluada.

5. A pesar que los extractos de 100 pg/mL de concentracion demostraron
actividad fungicida, se observo el crecimiento de cuatro (4) cepas: para el
extracto etandlico y acetonico hubo crecimiento de una (1) cepa y para el
extracto hexandlico (2) dos cepas, donde una de ellas evidencié crecimiento
incipiente a las 72 horas de incubacién, lo que permite indicar que este
comportamiento diferente al observado en la mayoria de las cepas evaluadas
se debe a caracteristicas intrinsecas de las cepas de C. albicans.

6. Esta investigacion ofrece resultados microbiolégicos promisorios que
permitieron evaluar la actividad antifingica de los extractos sobre una
coleccion de cepas provenientes de infecciones de cavidad bucal en pacientes
diabéticos tipo 2, pudiendo ser sugerido como tratamiento alternativo

coadyuvante o de primera linea para la candidiasis bucal.
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CAPITULO VII
RECOMENDACIONES

1. Continuar realizando estudios de susceptibilidad antifingica que permitan
establecer la concentracién inhibitoria minima que abarque un rango de
concentraciones entre las evaluadas en esta investigacion.

2. Realizar analisis fitoquimicos adicionales que permitan la obtencion de los
las moléculas puras de cada extracto a fin de continuar las valoraciones
antifangicas in vitro que permitan establecer si el actividad antifungica
observada en esta investigacion es debida a un efecto sinérgico entre los
principales componentes o de un sélo componente.

3. Se sugiere realizar posteriores verificaciones de la actividad antifingica
empleado la técnica estandarizada por el CLSI (Clinical Laboratory Standard
Institute) en su documento M27 suplemento 4 empleando la técnica de

microdilucion y medio de cultivo RPMI 1640
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ANEXOS

Anexo 1. Actividad antifangica de los extractos a concentracion 50 pg/mL respecto al tiempo de incubacién

EXTRACTO ETANOLICO EXTRACTO ACETONICO EXTRACTO HEXANICO
50 pg/mL 50 ug/mL 50 yg/mL

24 Horas

48 Horas

72 Horas

Fuente: Elaborada por el Autor (Resultados propios).
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ANEXOS

Anexo 2. Actividad antifingica de los extractos a concentracion 100 pg/mL respecto al tiempo de incubacion

EXTRACTO ETANOLICO EXTRACTO ACETONICO EXTRACTO HEXANICO
100 pg/mL 100 pg/mL 100 pg/mL

—

”~

C Ty,

24 Horas

48 Horas

72 Horas

Fuente: Elaborada por el Autor (Resultados propios).
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Anexo 3. Analisis fitoquimico de los extractos hexanico y etandlico

Extracto Extraco
Compuesta Prueba Hexanico Etanolico
Alcaloides Dragendorff Negativo Positivo
Flavonoides Shinoda Positivo Negativo
Fenoles v Cloruro Férnico Positivo Negativo
Taninos
Cumarinas Hidroxido de Amonio Positivo Positivo
Triterpenos v Reaccion de Lieberman Positivo Positivo
Esteroitdeos Bouchard

Fuente: Soto & Sanchez, 2015.
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ANEXOS

Anexo 4. Compuestos del extracto hexanico de flores Calendula officinalis

Extracto hexanico de flores de Calendula officinalis

N® pica T. B 2% de Area Nombre del Compuoesto
1 13,24 1,03 Propane-1-nitro
2 20,82 141 Aromadrendeno
3 2229 1,23 Ciclopropsn azilenag
4 22 50 3,04 Ledsng
5 22 42 2,12 alfs mimroleno
b 2304 21 alfa amorfeno
7 23,33 11,15 Delta cadimena
g 2441 1,06 Acido dodecanoico
2 25,34 1,35 Wiridiflorel
10 2539 1,55 4 5-dimetil
11 2583 242 Bata oplopenona
12 2599 0.7 Alfa Copaeno
13 26,35 1,26 Mafialeno
14 26,70 5,36 Biciclo sesquifelandrens
15 2693 2,31 Beta eudesmol
14 27,11 13,09 T-cadimol
17 2837 8,17 T-acetil-2-hidroed-2 methil
18 29,91 3,31 Arido etradecanoico
19 30,13 647 Loliolido
20 3497 g0z Acido hexadecansico
21 38,40 217 Fitol
22 38,84 1,68 Acido linolsico
23 3%02 3,12 Arido eicosatrienoico
24 53,20 1,20 Acido carbonico
25 5405 1.48 1-fenantrensl
24 56,63 141 Mloratenal

N° pico = Numero de pico; T.R. = Tiempo de retencién; % de area = porcentaje de area.

Fuente: Soto & Sanchez, 2015.
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ANEXOS

Anexo 5. Compuestos del extracto acetdnico de flores Calendula officinalis

Exiracio de acetonico de las floves de Calerdula gfficimaliz

H"® pico TR U5 de Area Nombre del Compuoesto
1 1883 1,60 Alfa cubebeno
2 1928 144 Lata cubebano
3 11,03 133 Epi-biclicle sesquifal andreno
4 21,54 3,50 PRI =204
5 2104 1,58 Alfa amorfeno
/] 2208 1,87 Ar Curciomeno
7 1243 144 PRI =204
2 1264 212 Ajfr mniroleno
2 2308 9,62 Al amorfeno
10 1335 281 Delin Cadinena
11 23,74 223 Ajfa Cadinano
12 2535 1,08 Viriflorel
13 26,00 1,17 Beta Eudesmol
14 1030 554 Oplopanona*
15 2001 139 Arido tetradecanoico
14 3007 110 Loliclido
17 3337 110 MNonadecano
18 3487 4,70 Acido hexadecancico
14 iz oo 1,64 Henesicosano
20 3840 115 Fitol
21 002 148 Ester metilico del acido hexsdecatrisnoico
22 4242 2,09 MNonadecano
23 4541 275 Penfacosans
24 47,31 1,03 Cermmug Selineno
25 50,14 430 Hepitacosang
25 53,11 4215 Nonacosano
27 34 86 437 PM =283
28 308 306 EM =303
24 36,37 215 Eicosano
30 6234 1,09 Beta amirina
il 63,70 1,97 PRI =426
E 66,67 320 PRI =426

N° pico = Numero de pico; T.R. = Tiempo de retencién; % de area = porcentaje de area.

Fuente: Soto & Sanchez, 2015.
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