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Las personas infectadas con el virus de Inmunodeficiencia Humano (VIH) y
que han desarrollado el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), son
blanco para el establecimiento de diversos procesos infecciosos bacterianos, virales
y micéticos, asf como también de neoplasias. Las lesiones mic6ticas bucales son las
primeras manifestaciones de la inmunodeficiencia celular y pueden estar asociadas
a otros procesos como infecciones, neoplasias entre otros, Las micosis que
desarrollan pueden ser superficiales y profundas. En la boca se pueden presentar
cinco tipos de micosis en relacién a la infeccién por VIH: candidiasis, criptococosis,
geotricosis, histoplasmosis y mucormicosis.

C. albicans y C. tropicalis son microorganismos miembros de la flora normal
de piel, mucosas y tracto gastrointestinal, que se desarrollan cuando el equilibrio
de la microflora es roto por antibioticoterapia prolongada, alteraciones fisiol6gicas
locales o sistémicas o por inmunosupresién, por lo que tienden a proliferar
répidamente hasta establecer un proceso infeccioso. De estas dos especies, la que

predomina es C. albicans.
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Los hongos son organismos ampliamente distribuidos en el medio ambiente.

Aproximadamente existen 200,000 especies de las cuales menos de 100 son
patégenas para los humanos y en mfnima cantidad se comportan como parésitos (1).
Los hongos no contienen clorofila ni cualquier otro pigmento fotosintetizante,

ademds almacenan glucégeno como reserva metabélica (2).

Los hongos por sus caracterfsticas morfolégicas se dividen en levaduras,
mohos y setas, pero aquellos que son pat6genos se restringen solamente a la forma
de levadura y moho. Pueden existir como parésitos o sapréfitos. Algunos hongos
presentan caracteristicas de dimorfismo (aspecto de levadura y filamento) en tanto
que otros tnicamente de levadura, que existen como una sola célula {[monomérfica
@)

De esta forma, existen 2 morfotipos celulares que pueden distinguirse entre la
mayorfa de los hongos con importancia médica:
a) Células de forma oval o esferoidal que son tfpicamente levaduras o blastosporas
con un rango de 5 a 25 pm de didmetro.
b) Células de forma tubular o filamentosa, que producen filamentos largos y
ramificantes. Una sola célula de hifa puede tener un rango de 5 a 50 pm de longitud
y 2 a 5 pm de didmetro. Estos hongos son comtinmente [lamados mohos y cada
filamento se le denomina hifa (4).

Los hongos tienen una pared celular (estructura limitante), una membrana

endopldsmica, asf como mitocondrias y cromosomas [fig.1(5)].
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Fig. 1. Blastospora o levadura, Pc, pared celular de manan y glucano; Re, reticulo
endopldsmico; G, aparato de Golgi; L, granulos de Ifpidos; Mt, mitocondrias; N,
ntcleo; Mn, membrana nuclear; V, vacuola (Tomado de: Franker Colin. P.H. Oral
Mycology and Immunology. 1990;23:326).

Los hongos obtienen su energfa de fuentes de carbono a partir de los dcidos
organicos, y selectivamente de los mono y disacéridos. El potasio, magnesio y en
menor grado el calcio son estimulantes del crecimiento. Otros elementos necesarios
son el fésforo, el azufre y el nitrégeno. En los medios de cultivo, las fuentes usuales
de nitrégeno son los productos de desdoblamiento de las protefnas, las peptonas y
los aminodcidos. El crecimiento 6ptimo se presenta a un pH de entre 5 a 7. El
ox{geno es necesario para la mayorfa de los cuerpos reproductores. En la mayoria de
los casos un buen crecimiento se obtiene entre los 20 y los 37°C. Algunos hongos
patégenos son muy resistentes a la desecacién pero todos necesitan de un grado de
humedad para poder obtener un buen crecimiento; algunos crecen solamente en la
superficie de medios de cultivo liquidos, mientras que otros crecen en la

profundidad (1).
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HIFAS

Las hifas son filamentos de forma cilindrica o tubular, estdn cubiertas por una

membrana que contiene al protoplasma y en el exterior por la pared celular. El
alargamiento de las hifas se efectiia principalmente por crecimiento apical. Las hifas
pueden ser cenociticas (un sélo protoplasma, muchos nicleos y no forman tabiques
o membranas transversales), o septadas (tabiques o septos transversales que dividen
a las hifas en células y pueden tener uno, dos o muchos niicleos). Los tabiques o
septos se forman a partir de la pared celular, tienen un aspecto anular y se cierran
hacia el centro. Estos septos quedan con uno o varios poros pequefiisimos, a través
de los cuales se ponen en contacto los protoplasmas de las células contiguas. Los
mohos pueden tener forma de levadura pero su principal forma vegetativa es la hifa
).

Las hifas a medida que crecen, producen ramas laterales o elongaciones
(extensién apical) formando masas entrelazadas conocidas como micelios. Segin
aumenta de tamaiio, la masa forma una colonia o talo (5).

Las hifas pueden dividirse en una cadena de células gracias a la formacién de
paredes transversas (septas), que compartamentalizan a la célula; la nueva sintesis
de paredes entrecruzadas y division nuclear son coordinadas con el crecimiento de
la extension apical (fig.2). Las levaduras pueden convertirse en células hifales
filamentosas por el crecimiento externo de un tubo germinal cilindrico [fig.3 (4)].

Las hifas pueden o no estar septadas y presentar un crecimiento vegetativo o

aéreo en el medio de cultivo (3).
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Fig. 2. Hifa unida a un septo micelial. Gps, granulos de polisacaridos; P, poro septal;
Mt, mitocondrias; Re, reticulo endopldsmico; N, nucleo; Pc, pared celular (Tomado
de: Franker Colin. P.H. Oral Mycology and Immunology. 1990;23:326).

Pev Pen

Fig. 3. Formacién de un tubo germinal a partir de una blastospora. Pvc, pared
celular vieja; Pen, pared celular nueva delimitando el tubo germinal (Tomado de:
Franker Colin P.H. Oral Mycology and Immunology. 1990;23:327).
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1.1, INFECCIONES MICOTICAS

Las infecciones causadas por hongos son llamadas micosis, la mayoria de
ellas son benignas. Factores iatrogénicos asi como tratamientos inmunosupresivos
en trasplantes y oncoterapia, alimentacién parenteral, administracién de
corticoesteroides y antibioticoterapia prolongada han incrementado estas
enfermedades (6).

Sin embargo, los hongos asociados con las enfermedades humanas son miembros
sapréfitos que forman parte de comunidades microbianas; otros existen como
comensales en el tracto digestivo o son residentes en la piel que infrecuentemente se
tornan patégenos. Hay hongos que son verdaderamente patégenos , es decir,
capaces de infectar a personas sanas.

Los hongos producen micosis superficiales (superficies epiteliales) o profundas
(invadiendo érganos y tejidos profundos (6)].

La mayorfa de los hongos patégenos para el hombre son dimérficos. Cuando se
cultivan in vitro generalmente existen en forma de mohos y cuando estan presentes
en tejidos existen en forma de levaduras. La mayoria de los hongos patégenos
encuentran la temperatura corporal (37°C) adecuada para el crecimiento de las
formas de levaduras, pero cuando crecen a temperaturas bajas como la temperatura
ambiente, existen en forma de mohos. Las superficies también son conductoras para

la forma de moho, y la forma de levadura se presenta en la profundidad de medios

liquidos (7).
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Los hongos oportunistas aparecen con una frecuencia elevada en relacién con
la aplicacion de medidas avanzadas para el mantenimiento de pacientes terminales
como aquellos a los que se les administran férmacos inmunodepresivos,
antibiéticos, quimioterapia sistémica y radiaciones para el tratamiento de tumores.
Los modernos procedimientos invasivos hospitalarios y la colocacién de injertos y
prétesis favorecen el crecimiento de hongos oportunistas. Aunque los hongos
patégenos no requieren de este tipo de factores predisponentes, pueden activarse
desde una fase latente o pueden provocar un agravamiento de la infeccién cuando

existen este tipo de factores u otros como el SIDA (6).
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2.1. GENERALIDADES

La evolucién de los hongos ha seguido dos distintas lfneas taxonémicas:
Mycomycota y Eumycota, en este tltimo grupo taxonémico se incluye a todos los
hongos patégenos y oportunistas como Candida albicans.

El género Candida pertenece a la clase Blastomycetes, orden Cryptococeal,
familia Criptococcaceae, y cuenta con las siguientes especies: C.albicans, C. krusei, C.
parakrusei, C. tropicalis, C. pseudotro;;icalz‘s, C. stellatoidea, C. parapsilosis, C. viswanathii

y C. guilliermondi (1,4).

2.2. MORFOLOGIA

Candida es un hongo en forma de levadura, Gram +, que presenta el
desarrollo de blastosporas que se forman por gemacién simple. Las levaduras
miden de 3 a 6 pm de didmetro. Candida se caracterfza por presentar un desarrollo
dimoérfico, también presenta la forma de seudohifa (estructura elongada). La forma
terminal de clamidospora, consiste en un cuerpo celular esférico de 7 a 17 pm de
didmetro y posee una pared gruesa y contréctil. Las hifas son raras y es la forma
patégena cuando la barrera epitelial esta alterada por trauma o cambios

hormonales, el microorganismo invade los tejidos submucosos y existe depresién



ANTECEDENTES Gonzalez Garcia Teresita
Tesis profesional Herndndez Ayala Alinne

inmunolégica lo cual ocasiona que Candida, sufra cambios fenotipicos, mostrando

un crecimiento hifal (fase micelial).

Las hifas tienen 2 o 3 pliegues pequefios que contienen a las blastosporas
(11). Aunque se conoce un cierto numero de estimulos ambientales que
desencadenan o bloquean la conversién in vitro de levaduras a hifas no se conoce

con certeza la regulacién de la conversién de C, albicans (8).

Fig. 4. Miceliaci6én en Candida albicans, en la que se observa la presencia de
pseudohifas, blastosporas y clamidosporas (Tomado de: Franker Colin P.H. Oral
Mycology and Immunology. 1990;23:333).

Tanto la forma de levadura como de hifa pueden ser vistas en los tejidos (la
elongacién de hifas que penetran los tejidos en etapas més tempranas, viven en

trayectorias laterales en colonias de células en crecimiento que en torno a las

nuevas penetraciones dan elevaciones en hifas). Los tubos germinales se pueden
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diferenciar de las seudohifas y son formados exclusivamente por Cualbicans y
algunos aislamientos de C. stellatoiden (8).

El fenotipo de las colonias consiste en las caracterfsticas morfoldgicas, la estructura
de la pared celular, la dindmica del crecimiento, la localizacion del citoesqueleto o
la posicién de los organelos; asi como la existencia de varias expresiones
fenotfpicas de la colonia, Las variaciones el resultado de cambios en la
temperatura, pH y disponibilidad de nutrientes (1).

Los fenotipos son heredables. Cambios en los fenotipos son acompafiados
por alteraciones en la adhesidon, antigenicidad, produccién de enzimas
proteoliticas, resistencia y cambios en los requerimentos nutricionales que pueden
llegar a afectar la virulencia.  La forma de filamento ha sido asociada a las
caracteristicas de colonizacién debido a que permite la adhesién a las células
epiteliales in vitro (9).

La presencia de componentes especificos de el tubo germinal refleja las
diferencias en las estructuras superficiales entre las blastosporas y tubos
germinales, la diferencia radica en que la arquitectura de los tubos germinales es
en minima parte el resultado de diferencias en protefnas superficiales, debido a
una sintesis de nuevas secuencias de protefnas para la morfologia de los tubos (9).

N-acetylglucosamina induce la formacién de filamentos de C. albicans
mostrando en el tubo germinal multiples protuberancias que aparecen a los 90

minutos a temperatura de 37°C en la etapa de levadura. Las prominencias son

10
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extensiones del citosol y contienen estructuras vesiculares, las vesfculas estdn
limitadas por una membrana y su contenido es material electrodenso granular (10).
La presencia de septos confirma que la filamentacién en los tubos

germinales son precursores de los septos miceliales (10).

2.3. CULTIVO

El cultivo es el procedimiento mediante el cual se promueve el crecimiento
de los microorganismos al proporcionarles las condiciones ambientales adecuadas:
nutrientes, pH, temperatura y aereacion, asf como la concentracion salina, presién
osmoética del medio y factores especiales como la luz para los organismos

fotosintéticos (3).

Nutricién: es la provisién de nutrientes para el crecimiento tales como:
- Donadores de hidrégeno (substratos oxidables).
- Aceptores de hidrogeno( receptores de H en las reacciones éxido-reduccion,
que proporcionan energfa).
- Fuentes de carbono.
- Fuentes de nitrégeno [el crecimiento en un medio basado en nitrégeno (dela
levadura es id6neo) (6)]

- Minerales (azufre, f6sforo, activadores enzimaticos como K+, Mg *, Ca **, Fe**.)

11



ANTECEDENTES Gonzalez Garcfa Teresita
Tesis profesional Herndndez Ayala Alinne

2.3.1. FACTORES DE CRECIMIENTO

Un factor es un compuesto orgénico que una célula debe contener para
crecer, pero que ella es incapaz de sintetizar. Muchos microorganismos, cuando se
les suministran los nutrientes anteriormente mencionados, son capaces de

sintetizar todos los constituyentes orgénicos de su complejo protoplasma.

2.3.2. FACTORES AMBIENTALES QUE AFECTAN EL CRECIMIENTO

Un medio de cultivo adecuado debe contener todos los nutrientes
requeridos por el organismo que va a ser cultivado.

Las especies de Candida crecen bien en medios de cultivo con agar, peptona y
dextrosa, maltosa o sacarosa.

En 24 a 48 horas producen colonias sobreelevadas de coloracién cremosa y
opaca de aproximadamente 2 mm de didmetro. Luego de varios dfas en agar se
observan hifas penetrando en él. Las colonias son tfpicamente blancas por
completo, pero adquieren un color crema o requemado al continuar envejeciendo.
El seudomicelio de C. albicans se presenta bajo condiciones de cultivo
semianaerébico y estd formado por células elongadas que se mantienen unidas
entre sf como una cadena (11).

Las blastosporas estan agrupadas en acamulos a lo largo del seudomicelio
en los sitios en que los extremos finales de las células seudomiceliales se empalman

conotras (11).

12
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La fermentacion de la glucosa, maltosa, sacarosa y lactosa, son reaccionenes
bioqufmicas de gran valor para determinar las especies de Candida (11).

C. albicans tiene tendencia a formar clamidosporas, en un medio de cultivo
especial como es el agar de mafz, las clamidosporas se desarrollan en el extremo
del seudomicelio. Una de las caracterfsticas diferenciales més importantes de C.
albicans, es su habilidad de formar estas clamidosporas en ciertos medios; pero
desde que C. tropicalis y C. stellatoidea también demostraron producir
clamidosporas bajo algunas condiciones, se tienen que emplear examenes
diferenciales adicionales donde posteriormente estas especies se pueden encontrar,
Otros criterios para diferenciarlas son: células con brotes elongados y extensién de

finos miceliales (11).

Para la deteccién e identificacién de C. albicans se utilizan los siguientes

medios:

Agar Clamidospora Agar base de Candida BCG
Agar Harina de maiz Antisuero de Candida albicans
Agar de extracto de arroz Base de Pagano Levin

Agar Levine EMB Agar Biggy

Agar Wolin Bevis

El Biggy es un medio selectivo recomendado para usarlo en conjunto con

Agar Bacto-Aby para la deteccién, aislamiento y diferenciacién de C. albicans.
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La mayorfa de las Candidas crecen répidamente, mientras que las bacterias son
inhibidas. C. albicans produce colonias en este medio café o negras. C. tropicalis
produce difusién café brillante en agar Bacto- Biggy (12)..

El microorganismo presenta un dimorfismo relacionado con las
disponibilidades nutricionales. En condiciones generales de crecimiento y en
presencia de carbohidratos fermentables, el microorganismo crece como una
levadura en gemacién. En medios sin carbohidratos fermentables y condiciones
semianaerébicas y/o un alto contenido en nitrégeno, la levadura experimenta una
elongacién formando  seudomicelios acompafiados por la solucién de
blastoconidios y clamidoconidios (12).

En el Agar Sabouraud (glucosado) o en otros medios de cultivo similares,
las colonias aparecen lisas, himedas, blandas, de color y aspecto cremoso , con olor
de levadura tanto a temperatura a.mbiente (24-28°C), como a 37°C, con un didmetro
de 7 a8 mm. Transcurridos 4 dfas, se observan la formacién de seudomicelios (12).

El medio de Pagano-Levin se ha usado ampliamente, pero sélo sirve para
realizar diagndsticos presuntivos, Se basa en la diferente coloracién de colonias de
las distintas especies de Candida (12).

El segundo pat6geno es C. tropicalis. Puede cultivarse en un medio de
cicloheximida ya que es sensible a este agente quimico para diferenciarlo. La
diferenciacién se realiza atendiendo a diversas caracteristicas de cultivo, como
formacion de pelicula en medios liquidos, licuefaccién del medio, fermentaciones y

asimilaciones diferenciales (12).
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24. PATOLOGIA

Un 60 % de adultos tienen como habitante normal a Candida en ausencia de
enfermedad clinica. Infecciones orales por C. albicans aparecen en varias formas
clinicas, conjuntamente conocidas como Candidiasis oral (1).

C. albicans tiene la capacidad de adherirse a las células endoteliales y puede
penetrar esta barrera por medio de procesos destructivos o por fagocitosis de el
hongo por la célula endotelial (2).

La invasién de Candida se debe a la invasién de la superficie epitelial y
proliferacién formando clfnicamente una placa gruesa. C. albicans se localiza en el
estrato cérneo, ya que éste es una fuente de nitrégeno de la cual se nutre. En otros
casos, los hongos eventualmente entran en contacto con la membrana basal.
Estudios indican que las células de C. albicans son capaces de adherirse a la
membrana de células epiteliales a través de una interaccién especifica y que los
tubos germinales parecen ser mas adherentes que las células levaduriformes (2).

La diversidad del fenotipo del hongo hace sospechar que esté juega una

papel importante en la patogenia de la infeccién por Candida (1),

La adherencia de C. albicans a las proteinas de la matriz extracelular es
especffica, esto gracias a que posee un receptor de superficie para la fibronectina; la
adherencia e inmovilizacién de las levaduras en la protefna de la matriz

extracelular puede ser inhibida por la misma sintesis de péptidos y fibronectina los
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cuales actiian en la superficie celular de la levadura con los receptores de la célula
(2)

Las células endoteliales con sus diferencias locales participan en la
interaccién con otras células efectoras de la inmunidad en la respuesta del

organismo a la infeccién provocada por el hongo (3).

Algunos experimentos demuestran que las prostaglandinas como PGI 2
pueden ser especialmente importantes en la patogénesis de la diseminacién de la
candidiasis, ya que es un vasodilatador, (incrementa la permeabilidad endotelial e
inhibe la adherencia de neutréfilos y la produccién de superéxido). C. tropicalis no
produce dafios detectables en células endoteliales (3).

La habilidad de C. albicans para producir dafio en las células endoteliales
incluyen la produccién de fosfolipasa y proteinasa, asf como enzimas
extracelulares (3).

La forma de hifa de C. albicans se considera la mas pat6gena de las fases
dimdrficas, pero no es la tinica forma pat6gena. La patogenicidad de las hifa es en
parte relacionada a su habilidad de adherirse a las células de los tejidos, la cual es

promovida por los componentes de las paredes celulares (8).

Asf se pueden observar tres patrones de la enfermedad:
1.- Proliferacion superficial que se produce en zonas colonizadas normalmente por

el hongo.
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2.- Invasién profunda, que se produce a partir de las lesiones superficiales cuando
existe una alteracién sistémica de las defensas del huésped; puede evolucionar
hacia una amplia diseminacién del hongo.

3.- Inoculacién directa en el torrente sanguineo, que puede producir una

candidiasis diseminada grave en pacientes inmunodeprimidos.

Por lo tanto, el espectro clinico de la candidiasis oscila entre cuadros que
pueden ser tratados en la consulta médica, y cuadros que requieren el ingreso del

paciente a nivel hospitalario (8).

2.5. PARED Y MEMBRANA CELULAR

La pared celular y la membrana plasmdtica de C. albicans constituyen una
barrera entre el citoplasma y el medio ambiente externo. Estas capas estan
fntimamente involucradas con la forma de la célula, antigenicidad y secrecién de
enzimas histolfticas (14).

La pared celular de estas levaduras estd principalmente compuesta por: B-glucanos,
pequefias cantidades de lipidos y quitina (15).

El analisis de extractos de Ditiotreitol demuestran que el exterior de la capa
de la pared celular de Candida, blastoconidios y tubos germinales contienen
polisacdridos, glicoproteinas y protefnas. Las protefnas se encuentran de un 3 a 6%,
los lipidos en un 2%, manoproteinas en un 20 a 23 %, quitina deun 06 a27 % y

glucanos en un 48 a 60 %.
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Cuando la pared celular se regenera, el seroplasto de C. albicans secreta
manoproteinas, manooligosacéridos y sintetiza glucano y quitina. Los polisacaridos
estructuralmente estédn enlazados fuertemente por protefnas durante la sintesis de
estas en el citoplasma y en la superficie celular; las protefnas celulares son iguales a
enzimas, y se sabe que son glicosiladas durante etapas tempranas de su sintesis en el
citoplasma. Las protefnas contribuyen a dicho entrelazamiento, estabilizado por las
uniones covalentes que son importantes en la determinacién de la porosidad del

exterior de la pared celular (9).

Por medio de inmunofluorescencia microscépica se encuentra un polisacarido
epitope obtenido por anticuerpos monoclonales (mAb), los cuales estan localizados
en la superficie celular y en la membrana plasmatica de C. albicans (8).

Cassone y col. (1978) encontraron que la porcién exterior de la pared de la
levadura es una capsula con protrusiones compuestas esencialmente de manosa. El
glucano sélo fue encontrado en los estratos internos de la pared celular formando
parte de una matriz rigida alcali-insoluble glucano-quitina (10).

La pared celular es externa a una membrana citopldsmica, sus unidades
estructurales principales son polfmeros de hexosas y hexosaminas [(polisacaridos)
(10)]

La pared celular contiene quitina como su macromolécula estructural la cual
estd formada por residuos de N-acetilglucosamina unida por enlaces de j-1-4-

glucésidos.
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Otras unidades estructurales de la pared celular que se han detectado son el
glucano insoluble (residuos de B-1,6 unidos a D-glucosa) y manan soluble (alfa-1,6
ligado a polfmeros de D-manosa). También se encuentran complejos de ergosterol,
protefnas y carbohidratos; las protefnas son ricas en cistina. Los enlaces S-S de la
cistina pueden participar en el inicio de la formacién de la yema (blastospora de la
levadura). Las levaduras ademas contienen lipidos, los cuales constituyen hasta el
10% del peso seco de dichas células (1).

Su gruesa pared celular hace posible que las levaduras puedan detectarse a
nivel microsc6pico, incluso en zonas de tejidos necréticos; no obstante, algunas
veces son tan adherentes y estan fijadas tan fuertemente que no suelen observarse
en los liquidos corporales ni en los exudados, por lo que son necesarias las muestras
de biopsia tisular para demostrarlas. Sus antigenos que son ricos en polisacaridos, se
pueden detectar en ocasiones con motivos diagnésticos, algunos de ellos pueden
inducir fuertes respuestas de hipersensibilidad de tipos Ill y IV (6).

Las manoprotefnas de la levadura contienen un determinante antigénico, este
determinante auxilia en la diferenciacién de los tres grupos serolégicos de C.
albicans. [serotipos A,By C (11)].

De los tres polisacdridos que constituyen la pared celular de C.albicans
(manosa, quitina y p-glucano) s6lo la manosa es un eslabén.

Consecuentemente, ninguno presenta inhibicién a la adherencia, incluyendo

aquellos con afinidad a N-acetil-D-glucosamina.
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El aziicar monométrica que forma el polimero de quitina es parte interna de
una porcion de la pared celular de Candida (10).

En experimentos se ha observado a las paredes celulares de Candida en
crecimiento a una temperatura de 37°C (condiciones miceliales) reflejando cambios
en la glicosilacién de moléculas de alto peso molecular, las cuales estén enlazadas a
otros constituyentes de la pared y algunas masas de manoproteinas de alto peso
molecular que juegan un papel esencial en la determinacién de la especificidad de la
pared y en la morfologia micelial (10).

Tanto el mecanismo de transporte y secrecién de la pared de C.albicans, ast
como sus precursores desde el citoplasma, estén destinados a la localizacion
nucleada. Si bien la biosintesis de la pared de C. albicans no estd completamente
entendida, los estudios de regeneracién protoplésmica, la microscopfa electrénica y
la determinacién quimica han revelado la composicién qufmica de la pared. Estas
observaciones han confirmado la importancia de la membrana plasmética en la

sintesis de las capas de la pared celular (17).

La membrana plasmética es de particular importancia en el control
homeostatico y en la susceptibilidad a agentes antifangicos (14). Es la estructura més
externa de la porcion viva de la célula y se encuentra incluida en la pared celular.

Posee caracteristicas de permeabilidad selectiva y rige el paso de nutrientes y

productos de desecho, hacia el interior o exterior respectivamente por mecanismos
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de transportacion selectiva, Quimicamente esté constituida tanto de lfpidos como de
proteinas (17).

Futuros estudios del papel de la membrana plasmética en la biosintesis de la
pared celular, requieren de informacién detallada sobre los epitopes de la pared
celular que deben asociarse con la membrana plasmatica durante varios periodos de
sintesis de la pared (14).

Debido a su complejidad quimica, estructural y funcional, las diferencias entre la
membrana y pared celular de C. albicans, se ha sugerido que los epftopes pueden ser
un factor importante en su participacién en varios tiempos del ciclo celular, por lo
tanto existe un epftope que se encuentra en la membrana plasmdtica y también en la

superficie de la pared celular de C. albicans [blastoconidia y tubo germinal (14)].

2.51.0RGANIZACION DE LA PARED CELULAR

Consiste en capas arregladas coaxialmente. En la pared de C. albicans las
mannoprotefnas estan distribuidas a todo lo largo de ella y acumuladas en la
superficie, siguiendo hacia la membrana plasmaética y unidas a el p-glucano (1-6). La
unién dentro y entre la pared celular le dan caracteristicas tales como rigidez y

retienen algunas enzimas solubles dentro de la envoltura celular (18).
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2.5.2, CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES EN LA PARED CELULAR

Gracias a la microscopfa electrénica, se han revelado aspectos sobre la
organizacién ultraestructural de la pared celular de C. albicans. Los cambios se
producen durante la formacién del tubo germinal.

La pared celular de la levadura presenta 5 capas o zonas durante la formaci6n
del tubo germinal; una regién electrotransparente que se convierte en el mayor
componente y la regién granular amorfa sobre la zona transparente. La formacién
del tubo germinal presenta frecuentemente una extensa aglutinacién de la célula, la
cual es responsable de los cambios en la superficie celular, presentando un borde
fibrilar externo, las fibrillas estdn arregladas radialmente y perpendicularmente a la

superficie celular; el material fibrilar est4 contenido dentro de una cubierta vellosa

(18).

22



ANTECEDENTES Gonzélez Garcia Teresita
Tesis profesional Hernéndez Ayala Alinne

2.6 ANTIGENICIDAD

La inmunofluorescencia indirecta y la aglutinacién directa, son pruebas para
demostrar los antigenos correspondientes que se presentan en la pared celular de
tres especies de Candida consideradas como las més patégenas (C. albicans, C.
tropicalis y C. torulopsis glabrata); el antigeno que parece ser predominante es un
polisacérido natural, sin embargo las glicoproteinas representan la gran mayoria de

antigenos de las levaduras (18).

Las diferencias en la expresi6n de los antigenos de superficie entre cepas de la
misma especie se observan en diferentes etapas de el ciclo celular. El andlisis
qufmico y ffsico de la pared celular de las levaduras e hifas demuestran diferencias
cuantitativas pero no en las diferencias cualitativas (19).

La superficie antigénica entra en contacto con los mecanismos de defensa del
huésped, los antigenos no estan en todas las cepas de Candida, y su expresién varfa
con la fase del ciclo de crecimiento de la levadura in vitro y en vivo (15).

La expresién dindmica de los antigenos y las diferencias en la composicién de
la superficie celular durante el crecimiento puede explicar la controversia que rodea
al papel de los anticuerpos en la enfermedad, y la inconsistencia en el conocimiento
de las relaciones entre huésped-parésito en las diversas micosis. También se ha
demostrado que las células de C.albicans expresan diferencias en su antigenicidad en

base a su metabolismo o sus estados morfol6gicos.
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El complemento antigénico de la superficie de Candida puede ser influenciado
por factores nutricionales y del medio ambiente.

La asociacién de un antigeno con la membrana plasmética puede ser
confirmada por ME inmunocoloidal, aislando las membranas. En el desarrollo de
células hifales, el antigeno aparece primero en la Mc y luego en la superficie de la Pc
(14).

El estudio de la variabilidad de la antigenicidad de la pared celular de un
hongo oportunista como C. albicans, ha revelado la complejidad de la expresién de
antigenos por el organismo. La variacién en la expresién de los antigenos en la fase
celular de la levadura est4 en relacién con las fases de crecimiento, con la cepa de la
levadura y con multiples factores ambientales (18).

Observaciones sugieren que la colonizacién de los sitios especificos del
antigeno pueden estar relacionados con las modificaciones estructurales y/o la
transportacién celular de componentes de la pared celular durante el crecimiento de
la levadura y etapas tempranas de germinacién. Entre las muchas interpretaciones
de la estructura de la pared celular y el desarrollo de’ Calbicans, los anticuerpos
monoclonales (mAbs) dan a los investigadores el seguimiento de su expresién y
determinacion particular (8).

El desarrollo del antigeno en los tubos germinales son observados primero a
las 2 horas de incubacién; la expresién del antigeno que se expresa en los tubos

germinales es el drea préxima a la membrana plasmatica (19).
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En este contexto los componentes de la pared celular actian inmediatamente como
desencadenantes de la respuesta inmune durante la infeccién, la deteccién de
antigenos son expresados especificamente y con preferencia en la pared celular
micelial, pudiendo ser usado en el diagnéstico de candidiasis invasiva.
Desafortunadamente, en la mayorfa de los casos los constituyentes de la superficie
individual contienen antigenos determinantes que no han sido identificados (8).

La caracterizacién de los antigenos en la superficie celular de C. albicans muestra
heterogenicidad en la expresién de inmunodeterminantes no sélo entre las células
de diferentes cepas sino también entre células en una poblacion (8).

Esto hace pensar que las grandes diferencias observadas en la composicién
antigénica de la pared celular entre serotipos de Calbicans y otras especies de
Candida usan anticuerpos policlonales (pAbs) semejantes, indicando la existencia de

epitopes especificos en cepas, que requieren de una futura caracterizacién (8,16).

2.7. ENZIMAS SECRETADAS

C. albicans secreta las siguientes enzimas: fosfatasa dcida, fosfolipasa, f-
glucanasa, una endonucleasa y N acetil-p glucosaminidasa. Las protefnas 4cidas
estan implicadas en la patogenicidad de C.albicans.

La p-gluconasa es también secretada por la pared celular, tiene un papel importante

en la morfogénesis de la doble pared celular y en la regulacién de la estructura del
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glucano. También existe -gluconasa, la cual hidroliza a p-nitrofenil-B-gluconidasa y
endonucleasa.

La actividad de la B-glucosidasa est4 localizada en la membrana plasmética. La f-
gluconasa es secretada durante la fase exponencial del crecimiento y en la formacién

en el tubo germinal (18).

2.8 ADHESION CELULAR

La pared celular de Candida tiene una mejor drea para la investigacién de las
interacciones Candida-Huésped. La superficie celular tiene glicoproteinas que tienen
que ver en la adherencia de las levaduras a las células hospederas de mamiferos
(20).
Lee y King, en su trabajo se refieren a la relacién de un componente compuesto de
manosa y una manoproteina, en la pared celular de C.albicans en la adhesién de este

organismo a las células epiteliales (10).

2.9. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El diagnéstico de candidiasis es y se vuelve complicado por el factor de que
Candida existe como comensal en la cavidad oral. Esto puede reducir el valor de la
citologfa positiva. Por ésta razén el diagndstico se hace a una clinica fidedigna
soportado por estudios de laboratorio (1).

El punto biol6gico que se debe establecer es la formacién de clamidosporas y

blastoconidias con diversas disposiciones observados en especimenes clinicos tales
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como: raspado de piel y mucosas, cabello, esputo y biopsias de tejidos. Hifas y
levaduras pueden diferenciarse con tinciones (Gram) si el material clinico ha sido
tratado con una solucién de hidréxido de potasio que remueve residuos solubles
alcalinos. La mayorfa de los hongos pat6genos pueden también ser cultivados en
medios selectivos simples (ya descritos), lo cual facilita su identificacién asf como
pruebas bioqufmicas.

La formacién de micelio o seudomicelio y la produccién de clamidosporas y
blastoconidias para la identificaci6n presuntiva de especies de Candida sigue los
siguentes patrones:

A) para C. albicans las clamidosporas de pared gruesa estén sostenidas
aisladamente o en racfmos, habitualmente en los 4pices de seudohifas y/o las
blastoconidias son producidas en densos racfmos regularmente esparcidos a lo
largo de las seudohifas.

B) para C. tropicalis las blastoconidias son producidas escasamente en forma aislada

en pequerios racfmos laxos y regularmente a lo largo de las seudohifas (13).

27



ANTECEDENTES Gonzélez Garcfa Teresita
Tesis profesional Herndndez Ayala Alinne

2.10. INMUNIDAD

C. Albicans puede interferir en los mecanismos de inmunidad produciendo
toxinas y enzimas proteolfticas, queratinasas que pueden debilitar la barrera
epitelial queratinizada y hacer al tejido accesible a microorganismos oportunistas.

Los leucocitos polimorfonucleares son importantes en la defensa contra
infecciones mic6ticas pero, debido a su tamafio, las hifas y seudohifas de Candida
son resistentes a la fagocitosis. El sistema inmune del huesped contra Candida
puede ser celular y humoral. Componentes séricos como opsoninas, complemento
y transferrina, pueden inhibir el desarrollo de Candida.

Los anticuerpos espectficos contra Candida tienen un efecto directo minimo pero
pueden:
1) Inhibir el agrupamiento normal de levaduras por suero.
2) Afectar la morfogénesis o respiracion de las levaduras.
3) Funcionar como opsoninas. |
4) Mediar la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.
Los neutroéfilos, inactivan, envuelven y matan al hongo, protegiendo al resto

de las células. Estas defensas celulares destruyen del 30 al 40% de las levaduras

infectantes (6).
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3.1. GENERALIDADES

Micosis incorrectamente llamada “Moniliasis”, (palabra que alude a un
hongo que crece en la madera podrida). E! término correcto es “candidiasis” (21).

La candidiasis es una infeccién causada por cualquier especie de Candida.
Estos microorganismos son miembros de la flora normal de la piel, mucosas y
tracto gastrointestinal, Durante el nacimiento, o poco después, todos los humanos
adquieren y son colonizados por especies de Candida. Asf, claramente, el riesgo de
infeccién end6gena estd siempre presente. De hecho, la candidiasis es la micosis

sistémica mas comun y es de incidencia mundial (22).

3.2. CLASIFICACION

Las lesiones candidiasicas bucales, presentan diferentes caracterfsticas,

dependiendo del factor desencadenante, la edad del paciente y el sitio afectado.

Formas mas comunes de candidiasis bucal:

AGUDAS

a) Candidiasis seudomembranosa
b) Candidiasis atréfica

CRONICAS

29



ANTECEDENTES Gonzilez Garcia Teresita
Tesis profesional Hemdndez Ayala Alinne

a) Candidiasis atréfica

b) Queilitis candidiasica

¢) Candidiasis hiperplésica

Formas raras:

a) Candidiasis mucocutdnea crénica
1.- Candidiasis mucocuténea crénica familiar
2.- Sindrome de candidiasis endécrina o endocrinopatfa candidiasica
3.- Candidiasis mucocutdnea crénica de ataque tardfo
4.- Candidiasis mucocutanea crénica difusa

b) Candidiasis mucocuténea asociada a inmunodeficiencia
1.- Sindrome de Di George
2.- Displasia timica hereditaria
3.- Agamaglobulinemia tipo Suizo

4.- Stndrome de inmunodeficiencia adquirida [SIDA (23)].

En general, la candidiasis bucal ocurre en cuatro variantes clinicas separadas:
1) Candidiasis seudomembranosa (Psc)

2) Candidiasis eritematosa (Ec)

3) Candidiasis hiperplasica

4) Quelitis angular (23).
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3.2.1. CANDIDIASIS ERITEMATOSA

La forma eritematosa de la candidiasis parece ser la manifestacion bucal
temprana més comun en las personas infectadas por VIH. Se presenta como
méculas de color rosa o rojo, tipicamente en el paladar y en el dorso de la lengua,
es asintomatica (24).

En la mayorfa de los casos se observa glositis romboidea media (25)

Otro factor que desencadena la iniciacién de la candidiasis eritematosa es la
irritacién del paladar con la base acrilica de la dentadura con la subsecuente
colonizacion mic6tica (26)

Se ha demostrado en muchos casos que la candidiasis de tipo eritematoso precede
al desarrollo de la candidiasis seudomembranosa (26).

Histologicamente se observa pérdida de la continuidad del tejido epitelial, zonas
de hiperplasia, acantosis severa, presencia de hifas en el estrato cérneo, pérdida de
estratificacion, exocitosis y abundante infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario.

El tratamiento requiere la remocién y desinfeccién de la protesis, el uso de
antimicoticos y la identificacion y correccion de cualquier factor sistémico alterado

que ocasione menor resistencia al huesped (27).
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Fig. 5. Paciente de sexo femenino de 34 afios de edad que presenta Candidiasis
eritematosa en el paladar.
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3.2.2. CANDIDIASIS HIPERPLASICA

Los pacientes infectados por VIH, desarrollan la candidiasis hiperpldsica

cronica teniendo como sitio de aparicion la mucosa bucal y los bordes de la lengua,
en tanto que los pacientes seronegativos a VI presentan este tipo de lesiones mas
cominmente en las comisuras labiales (23).

Se caracteriza clinicamente por aparecer como placas blancas que sélo pueden ser
raspadas con mucha dificultad o simplemente no pueden ser removidas (28).
Histologicamente se observa un fenomeno de inyeccion bioldgica y las hifas de C.

albicans no llegan mds alld del estrato corneo (25).

Fig. 6. Paciente de sexo masculino de 37 afios de edad que presenta candidiasis
hiperplasica en carrillos
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3.2.3. QUELITIS ANGULAR

Consiste en fisuras o grietas eritematosas de las comisuras labiales

frecuentemente asociadas con placas blancas. Dicha infeccion puede ser
multifactorial en su etiologia y estar asociadas con otras enfermedades bacterianas,
El agente etioldgico mas importante es C. albicans (25).
Los factores predisponentes mas comunmente citados son la pérdida de la
continuidad del epitelio y una deficiencia vitaminica de riboflavina y hierro.
La sintomatologia que presentan las personas con ésta lesion son: sensacién de
ardor (quemazon) y resequedad en las comisuras de los labios (28).

Existen dos tipos de queilitis angular: erosiva y granular. La de tipo erosivo,
presenta dolor, enrojecimiento, erosiones y fisuras de las comisuras de color rojo
brillante con zonas de descamacion. La de tipo granular, presenta inflamacion

labial(28).

Fig. 7. Paciente de sexo masculino de 27 aios de edad que presenta quelitis angular
en la comisura labial.
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3.2.4. CANDIDASIS SEUDOMEMBRANQOSA

La candidiasis de tipo seudomembranoso se caracteriza por la presencia de

placas blancas o amarillentas elevadas en la superticie de la mucosa que pueden
ser removidas raspando o frotando la zona, dejando una superficie sangrante y
dolorosa. Este tipo de candidiasis puede desarrollarse en cualquier parte de la
mucosa bucal pero afecta mds frecuentemente paladar, mucosa labial y bucal (25).
Las placas seudomembranosas estan formados por células epiteliales
descamadas, leucocitos,hifas de Candida, bacterias, queratina, tejido necrético y
restos de alimento. La prevalencia de este tipo de candidiasis varia de 6 a 69% en

pacientes infectados con VIH (26).

Fig. 8. Paciente de sexo femenino de 36 afos de edad que presenta Candidiasis
pseudomembranosa en el paladar.
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3.3. FACTORES PREDISPONENTES A CANDIDIASIS

Los factores predisponentes provocan cambios, que permiten que Candida
sufra modificaciones de una forma comensal a una forma patégena.

El crecimiento de Candida puede ser estimulado por factores locales y generales o
sistémicos, dando como resultado la penetracién de Candida en los estratos mas
superficiales del tejido epitelial (29).

El uso de terapia con esteroides antiinflamatorios en forma sistémica o
tépica disminuye la inmunidad local permitiendo con esto que Candida prolifere.
Los antibi6ticos (especialmente los de amplio espectro o terapia combinada de
antibi6ticos) también estdn involucrados con el desarrollo de candidiasis; se cree
que esto ocurre por el cambio en el equilibrio de la flora microbiana bucal (28).

La radioterapia o la quimioterapia antineopldsica causan mucositis y
xerostomfa, lo que también ocasiona que Candida se desarrolle en la cavidad
bucal, en parte por deficiencia en la inmunidad humoral y por otra parte por dafio
o alteracion a la integridad estructural de barreras epiteliales y suministro vascular
(28).

Cambios en el flujo salival por alteraciones hormonales se ocasionan
durante el embarazo asf como por el uso de anticonceptivos orales, lo cual en
ambos casos permite el desarrollo de micosis (28).

Drogas que inducen neutropénia como son los inmunosupresivos, asi como

drogas psicoactivas permiten la ploriferacién candididsica (28).
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Las deficiencias nutricionales pueden alterar los mecanismos de defensa del
huésped o la calidad de la superficie epitelial lo cual promoverifa la adherencia de
Candida a las superficies epiteliales (28).

Los factores mecénicos actiian cambiando el medio ambiente local y creando

grietas en la superficie epitelial. Actualmente la infeccién por VIH es otro factor

predisponente (28).

3.4. DIAGNOSTICO

El diagnéstico de Candidiasis bucal se hace en base a sus caracteristicas
determinadas (cl{nicas) por medio de historia clinica y exploracién clinica. Los
criterios recomendados por Lehner (1904) para dicho diagnéstico incluyen:
1) Placas blancas o 4reas difusas eritematosas

2) Cultivo de Candida de la saliva
3) Presencia de micelio en la examinacién directa de un frétis de la lesi6én
4) Examinacién de biopsia mostrando hifas en el epitelio y cambios histolégicos
caracteristicos (no necesaria)
5) Determinacién en suero, por inmunofluorisacién del anticuerpo en contra de C.
albicans sobre 1:16, y un exdmen positivo del anticuerpo en saliva (26).

Para observar mejor la presencia de micelio, los frétis pueden ser
preparados con 10% de hidréxido de potasio, tefiidos con 4cido Peryodico de Schiff

o solucién de Gram (26).
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La técnica de frétis consiste en raspar la mucosa con una espéatula delgada o un
abatelenguas, esparciendo la muestra en una laminilla y fijandola con calor, un
fijador citol6gico o fijador de cabello (en los fijadores de cabello, el alcohol fija

hongos y los otros ingredientes causan adhesion de las células a la laminilla (26).

3.5. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

A las lesiones candidiasicas, debido a sus caracteristicas clinicas, se les

puede confundir con otras lesiones como son la leucoplasia y leucoplasia vellosa.

3.5.1, LEUCOPLASIA

El término “leucoplasia” implica tnicamente la caracterfstica clfnica de una
placa blanca en la mucosa y no tiene connotacién histolégica alguna. Los factores
etiol6gicos mas frecuentemente citados son el tabaco, alcohol, sepsis bucal,
irritacién local, deficiencia vitaminica, transtornos end6crinos entre otros (30).

Aunque placas leucopldsicas se pueden encontrar en cualquier sector de la
cavidad bucal, se notan algunos sitios de predileccién como son la mucosa
vestibular y las comisuras, seguidas en orden descendente por la mucosa alveolar,
lengua, labios, paladar blando y duro, piso de boca y encfa. La extensién de las
lesiones varfa desde pequefias placas irregulares bien localizadas a lesiones difusas
que cubren una porcién considerable de la mucosa bucal. Se presenta por igual en

ambos sexos (30).
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3.5.2. LEUCOPLASIA VELLOSA

El diagn6stico exacto de leucoplasia vellosa (LV) es importante porque ésta
lesién bucal puede ser un signo temprano de infeccién por VIH en sujetos
aparentemente normales y, ademéds, un predictor del desarrollo total subsecuente
del SIDA (31).

La LV tiene importancia pronéstica significativa con respecto al desarrollo
subsecuente de SIDA en pacientes seropositivos a VIH que no tienen sfntomas. Por
esta razén la LV estd dentro del grupo IV (otras enfermedades secundarias
especificas infecciosas) del sistema de clasificacién de los Centros de Co‘ntrol de
Enfermedades para la infeccién por VIH (31).
La LV usualmente se observa como una lesién bilateral, blanca, no desprendible,
en la lengua de aspecto corrugado o tiene una apariencia peluda o velluda,
asintomatica, y no tiene potencial premaligno conocido. Se observa en el 25% de
las personas infectadas con VIH (31).
Las caracterfsticas histolégicas de la LV incluyen proyecciones de queratina,
paraqueratina, o hiperparaqueratosis, bordes irregulares, hiperplasia, acantosis,
algunas o ningunas células de Langerhans e infiltrado celular inflamatorio poco
denso en la ldmina propia (24).

La LV muestra una amplia variedad clinica e histopatolégica y puede ser

dificil de distinguir de otras lesiones blancas de la lengua como candidiasis
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hiperpldsica, algunas formas de liquen plano, nevo blanco esponjoso, leucoplasia

idiopatica asociada al tabaco y queratosis friccional (31).

3.6. TRATAMIENTO

Antes de establecer un plan de tratamiento se deben de tomar en cuenta tres
consideraciones:
1) Identificacién y manejo de cualquier condicién sistémica predisponente
2) Eliminacién de factores locales

3)Antibioticoterapia

3.6.1, ANTIMICOTICOS

Nistatina (Micostatin). Es el antimicético m&s comiinmente empleado. Se
usa en forma t6pica ya que requiere contacto cercano con el tejido infectado para
ser efectivo. No se absorbe por el tracto gastrointestinal, por lo que, deglutiendolo
no se obtiene efecto sistémico. Sus beneficios son en forma topica. En casos de
candidiasis esofédgica se administra por via oral. La nistatina tiene varias
presentaciones, como son: enjuagues, suspensiones acuosas y cremas. El contacto
con el tejido y el antimicético puede ser mayor usando tabletas en vez de
suspensiones; sin embargo, las tabletas son de sabor desagradable (32).

Ketoconazol (Nizoral). Es eficaz para el tratamiento de candidiasis

seudomembranosa severa y candidiasis esofagica. Las manifestaciones secundarias
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que presenta son: anorexia, ndusea, elevacién de aminotransferasas, lo cual indica
dafio hepético (32,33).
Fluconazol. Es eficaz para el tratamiento de esta micosis. Es bien absorbida,

en el tracto digestivo atin en ausencia de jugos géstricos (32,34).
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4.1. HISTORIA

En 1981 se identific6 el primer caso claro de Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA) en Estados Unidos. En la primavera de 1983 fue identificado un
virus en el Instituto Pasteur (Francia) y luego en los Institutos Nacionales de la
Salud (EE.UU.) que fue considerado como el agente etioldgico de este sindrome. El
SIDA es una enfermedad que ocasiona devastacion del sistema inmune (38).

Desde 1977 se asoci6 a un retrovirus con cierta transformacion neoplésica de las
células T que daba por resultado una leucemia de linfocitos T en el adulto. Este
descubrimiento realizado en Japén, se confirmé en Estados Unidos en 1980.

En 1982, la leucemia de las células velludas fue asociada con un segundo
retrovirus. A partir de entonces, estos agentes se denominan HTLV I y HTLV II
(human T lymphocyte virus, virus de los linfocitos T humanos). En 1984 se anuncié
un tercer retrovirus, entonces llamado HTLV III y conocido en la actualidad como

VIH (39).
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4.2, DEFINICION

El SIDA est4 caracterizado por una deficiencia bésica de la inmunidad
celular, por pérdida de la competencia inmune debido a la destruccién de las
células T por el virus VIH, sin otra causa primaria conocida que la infeccion viral, y
es acompafiado por un conjunto de anormalidades inmunolégicas y neuroldgicas
que culminan con un deterioro del sistema linfoide y que, generalmente, puede

conducir a la muerte del paciente por aparicion de infecciones oportunistas o

neoplasias (40).

4.3. AGENTE ETIOLOGICO

El agente responsable del SIDA es el Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH), también conocido como Virus Linfocitotrépico de las células T humanas
tipo Il (HTLV-III} y Virus Asociado a la Linfadenopatia (LAV), es un virus que
pertenence a la familia de los retrovirus género Lentivirus, constituido por una sola
cadena de A&cido ribonucleico (ARN), una transcriptasa inversa, proteinas

estructurales y glicoproteinas de envoltura (41).
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4.4. EPIDEMIOLOGIA

El VIH se limita a grupos definidos de riesgo: hombres homosexuales y
bisexuales, drogadictos intravenosos, hemofilicos y receptores de hemoderivados,
parejas sexuales de los individuos pertenecientes a estos grupos y personal del
sector salud (38).

Se ha demostrado que sélo se puede transmitir este virus por via sexual, por

contacto directo con sangre contaminada y via trasplacentaria (39).

4.5. CUADRO CLINICO
Para definir en forma exacta la infeccion por el VIH, los CDC han
desarrollado una clasificacién que consiste en cuatro grupos que se excluyen entre

sf, basados en los sintomas clinicos y la duracién de la infeccién (38).

GRUPO I = Las infecciones de este grupo se definen como un “sindrome similar a
la mononucleosis” que se produce unos dias o semanas después de la infeccién
inicial con el virus en un 30-50% de las personas expuestas. El cuadro se caracteriza
por linfadenopatia difusa, faringitis, exantema maculopapular, fiebre y mialgias
difusas. También puede presentarse una meningitis aséptica. Los sintomas se

resuelven después de 14 dias.
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GRUPO II = Varios meses después de que se detectan los anticuerpos contra el
VIH. Las personas infectadas son asintomaticas y no presentan evidencias clinicas

de infeccion (42).

GRUPO Il = Los pacientes de este grupo presentan linfadenopatia generalizada,
por lo general tienen dos o més linfadenopatias extrainguinales. Sélo un grupo
puede encontrarse en el 4rea cervical. Estos ganglios, que pueden tener mas de 1
cm de didmetro, pueden persistir mds de tres meses. No existen otras causas

identificables de linfadenopatia (38).

GRUPO 1V = La infeccion de éste grupo incluye los sintomas, infecciones
oportunistas y neoplasias que constituyen los criterios de vigilancia para el
diagndstico de SIDA.

Este grupo estd formado por cinco subgrupos. Con frecuencia, los pacientes
presentan caracterfsticas de mas de uno de los subgrupos.

SUBGRUPO A = Se incluyen a las personas consideradas anteriormente con un
complejo relacionado con SIDA y que presentan fiebres persistentes no justificadas,
diaforesis nocturna, astenia, pérdida de peso, candidiasis oral y leucoplasia vellosa.
SUBGRUPO B = Se define por las enfermedades neuroldgicas asociadas con la
infeccion por VIH. El espectro de estas enfermedades se extiende desde parestesias

periféricas menores, incontinencia y demencia.
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SUBGRUPO C = Comprende los pacientes con infecciones oportunistas, entre las
cuales se han registrado infecciones parasitarias, micéticas, virales y bacterianas.
SUBGRUPO D = Comprende los pacientes con las neoplasias observadas en la
infeccién por VIH: sarcoma de Kaposi, linfomas no Hodgkin y linfoma del sistema
nervioso central,

SUBGRUPO E = Se encuentran los pacientes con enfermedades especificas

atribuibles a la infeccion por VIH (38,42).

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana ocasiona muy
diversas enfermedades clinicas.
Existe un nimero mayor de personas infectadas con VIH que muestran sintomas,
pero que no cumplen con los criterios empiricos del cuadro “florido”, y que
pueden tener fiebre, pérdida de peso, diarrea, fatiga, sudores nocturnos,
linfadenopatia y anormalidades inmunol6gicas. Esta constelacion de signos y
sintomas en el marco de una infeccién por VIH ha sido llamado complejo relacionado
con SIDA o ARC. Se calcula que, en promedio 25% de los sujetos con ARC
mostraran enfermedad totalmente desarrollada en término de tres afios. Sin

2mbargo, el propio complejo puede presentar un cuadro grave (40).
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Un nimero importante de personas ha muerto por el sindrome de
consuncién que es propio del complejo, sin haber evolucionado a la forma florida
del SIDA.

En unos cuantos pacientes se ha corroborado la presencia de enfermedad
aguda tres a seis semanas después de la infeccién primaria con el VIH, y se
caracteriza por fiebre, escalofrios, artralgias, mialgias, erupcién maculopapulosa,
urticaria, célicos abdominales y diarrea, El cuadro dura dos a tres semanas y cede
espontdneamente. La seroconversién ocurre § a 12 semanas después del supuesto
contacto o exposicion (40).

En promedio, 50% de los pacientes presentan neumonia por Pneumocystis
carinii, sin sarcoma de Kaposi, y aproximadamente 27% sufren el sarcoma
mencionado, sin la neumonia. Menos del 10% presentan las dos entidades. No es
raro que un sujeto muestre simultineamente infeccién por varios oportunistas. Se
ha identificado un nimero cada vez mayor de enfermos que tienen neoplasias
linfoides que son consecuencia del defecto inmunitario subyacente (40).

Los individuos con neumonia por Preumocystis carinii pueden presentar los
signos tipicos de la enfermedad como fiebre, disnea e hipoxia.

Las infecciones por citomegalovirus (CMV) son muy comunes en sujetos con SIDA

y se manifiestan por fiebre y ataque diseminado de 6rganos y sistemas.
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De importancia particular es la coriorretinitis por CMV que ocasiona trastornos
visuales graves, y a veces culmina en la ceguera completa. La enteritis por dicho
virus puede ocasionar diarrea incoercible (40).

El virus de Herpes simple puede producir trastornos mucocutédneos graves en
sujetos con SIDA, y es tipico en ellos el ataque perianal.

La infeccion por C. albicans es muy comun en sujetos con SIDA y se
manifiesta por algodoncillo en la boca o esofago (40).

La infeccion por Mycobacterium tuberculosis es una cuadro comtn por
oportunistas que coexite con SIDA. La infeccién por Cryptococcus neoformans parece
una forma de meningitis o un cuadro diseminado. Las infecciones por Toxoplasma
gondii pueden aparecer en la forma de coriorretinitis, mds comtinmente como
lesiones intracerebrales “expansivas”.

La diarrea persistente es muy comtn en el SIDA y en el complejo
relacionado con SIDA. Se ha demostrado la aparicién de sindromes diarreicos
como resultado de enteritis por citomegalovirus secundaria a la infeccién, por el
protozoococcidio Cryptosporidium, secundario a sarcoma de Kaposi en vias
gastrointestinales, 0 como consecuencia de la accién de otros parésitos intestinales.
3in embargo, un numero importante de sujetos con SIDA muestran diarrea

incoercible, y absorci6én deficiente sin causa identificada (40).
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En 33% de las personas con SIDA se observa un cuadro neuropsiquidtrico
grave que se caracteriza por signos neuroldgicos muy heterogéneos que incluyen
meningitis aguda o crénica y demencia progresiva en presencia o ausencia de

signos de localizacion (40).

4.6. DIAGNOSTICO

Se cuenta con una técnica de inmunosorbente acoplada a enzimas (ELISA),
muy sensible y de fécil préctica para detectar anticuerpos contra el VIH. El andlisis
Western Blott, que define la especificidad de la reaccién inmunolégica entre
anticuerpos y las protefnas que codifican el virus, puede utilizarse para confirmar

los datos obtenidos por ELISA cuando es necesario (40).

4.7. TRATAMIENTO

El tratamiento del SIDA asume tres formas: combatir las complicaciones
secundarias como serfan las infecciones por oportunistas y las neoplasias; combatir
la infeccién de VIH, y mejorar o reconstituir el deficiente sistema de inmunidad
(40).
Ninguna de las drogas que pueden ser utilizadas para tratar pacientes infectados

por VIH pueden erradicar la infeccién, todas deben ser consideradas como

paliativos (32).
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ZIDOVUDINA: (retrovir o también llamado AZT) es una analogo

nuclettido que inhibe la transcriptasa reversa del VIH; disminuye los antigenos
p24 circulantes, las células-T CDj; circulantes y disminuye la frecuencia de
infecciones oportunistas en pacientes infectados por VIH con la enfermedad de
SIDA avanzada (32).

La droga ha sido asociada con un aumento en la sobrevida de menos de 9
meses a méds de 2 afios después del diagnéstico de SIDA. El uso de ésta en
pacientes seropositivos a VIH sintomdticos ha mostrado lento progreso o
desarrollo hacia el SIDA y prolonga el tiempo de vida.

Algunos efectos secundarios que provoca la zidovudina son: anemia,

neutropenia, nausea, vomito, cefalea, fatiga, miopatfa y hepatitis (32).
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La candidiasis bucal es considerada como una infeccién oportunista en la
enfermedad por VIH. Entre el 11 y el 96% de los pacientes infectados con VIH,
desarrollan candidiasis bucal en algun estadio de la enfermedad. Es considerada
como una enfermedad con implicaciones en su pronéstico, asi como una de las
primeras manifestaciones de la infeccién por VIH.

La xerostomia desarrollada en la enfermedad por VIH puede predisponer al

desarrollo de candidiasis.(39).

Algunos estudios indican que la candidiasis bucal est4 presente en un 75 a
91% de personas con SIDA o con complejo relacionado con el SIDA, el cual se
refiere a que la persona es seropositiva a este virus y presenta algunos sintomas sin

llegar a desarrollar propiamente SIDA (26).

Debido a que los cuatro tipos de candidiasis ocurren con diferente
frecuencia en pacientes con SIDA, pacientes con complejo relacionado con el SIDA
y en personas seropositivas a VIH que no presentan signos y sintomas, es

importante el distinguir las cuatro variantes (35).
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La candidiasis seudomembranosa y la candidiasis eritematosa son los tipos
mads comunes en pacientes con VIH. Se ha establecido que la candidiasis bucal del
tipo pseudomembranoso est4 asociada con la supresién inmune y es predecible
para el desarrollo de SIDA, pero poco es sabido acerca del pronéstico de la
candidiasis eritematosa (36).

El tipo de infeccién seudomembranosa en VIH es asociada con una
significante depresién de la inmunidad mediada por medio de linfocitos CD4*. La
respuesta linfocitaria se encuentra disminuida en pacientes con candidiasis bucal
comparada con aquellos pacientes que tienen mucosa bucal sana (ambas, la
candidiasis seudomembranosa y eritematosa estdn asociadas a inmunodepresién).
A diferencia de la candidiasis pseudomembranosa, la candidiasis eritematosa es
usualmente sintomética y fécil de observar (36).

Para ambos tipos de candidiasis bucal, se sabe que la gravedad de su
pronéstico esta relacionado con el bajo conteo de CD4* y a la decreciente respuesta
mitégena (36).

El sistema inmune humano contiene multiples componentes (leucocitos,
macrofagos, células de Langerhans) que proveen proteccién en contra de infeccién
por Candida en individuos sanos. Los macréfagos participan tanto en la respuesta
inmune humoral, como en la celular y acttian tratando de eliminar al patégeno del

torrente sanguineo y de los tejidos (37).

52



ANTECEDENTES Gonzalez Garcia Teresita
Tesis profesional Hemndndez Ayala Alinne

Existen reportes recientes de que el tratamiento profilactico con antibi6ticos
para enfermedades sistémicas puede ocasionar el desarrollo de candidiasis. La
desaparicién de las manifestaciones clfnicas no significa que la infeccién micética
haya sido controlada, principalmente en personas con defectos inmunes graves

(19).
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5.1. LESIONES BUCALES ASOCIADAS CON LA INFECCION POR

INFECCIONES MICOTICAS

- Candidiasis
Pseudomembranosa
Eritematosa
Hiperplasica

Quelitis angular

INFECCIONES BACTERIANAS

- Gingivitis necrozante asociada a VIH
- Gingivitis asociada a VIH

- Periodontitis asociada a VIH

- Actinomicosis

- Sinusitis

- Exacerbacion de periodontitis apical

- Celulitis submandibular

VIH
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INFECCIONES VIRALES

Causadas por:

- Virus Herpes simple

- Citomegalovirus

- Virus Epstein-Barr
Leucoplasia vellosa

- Virus Varicela Zoster

- Herpes zoster

- Varicela

- Papilomavirus humano
Verruga vulgar
Condiloma

Hiperplasia epitelial focal



ANTECEDENTES
Tesis profesional

Gonzilez Garcia Teresita
Hernindez Ayala Alinne

NEOPLASIAS
- Sarcoma de Kaposi
- Ca. de células escamosas

- Linfoma No-Hodgkin

DISTURBIOS NEUROLOGICOS
- Neuropatia del trigemino

- Paralisis facial

CAUSA DESCONOCIDA
- Ulceracion de aftas recurrentes
- Ulceracién necrozante progresiva

- Trombocitopenia idiopética

- Agrandamiento de glandula salival

- Xerostomia

- Hiperpigmentacion melanética (35).
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5.2. MANIFESTACIONES BUCALES DE LA INFECCION POR VIH

MAS FRECUENTES

- Candidiasis

- Gingivitis asociada a VIH

- Parodontitis asociada a VIH
- Sarcoma de Kaposi

- Leucoplasia vellosa

- Herpes simple

- Herpes zoster

- Tuberculosis (24).

5.3. MANIFESTACIONES BUCALES DE LA INFECCION POR VIH

MENOS FRECUENTES
- Faringitis - Hiperpigmentacién bucal
- Linfomas - Quelitis exfoliativa
- Carcinoma de células escamosas - Parpura bucal (43).

- Reticulosis polimérfica
- Aftas

- Estomatitis gangrenosa
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La dificil erradicacién de las candidiasis bucales en personas con SIDA

obliga a realizar estudios, que determinen la existencia de cambios de adaptacién
en la Pc (pared celular) y Mc (membrana celular), en la dindmica del crecimiento, la
localizacién del citoesqueleto o la posicién de organelos lo que pudiese indicar
cambios en el fenotipo. Dichas variaciones pueden ser el resultado de cambios en
la temperatura, pH y disponibilidad de nutrientes que permiten o no que Candida
se desarrolle con mayor facilidad en los pacientes seropositivos en comparacién

con pacientes seronegativos a VIH.
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I

Los hongos por lo general no inducen enfermedad, pero pueden causarla en

personas con algun tipo de inmunosupresién, Candida forma parte de la microflora
bucal en condiciones normales, si se da un desequilibrio en la microflora (como
sucede en pacientes seropositivos a VIH), éste se vuelve un patégeno oportunista
al modificarse sus condiciones de crecimiento, reflejandose en cambios
morfol6gicos y ultraestructurales de la Pc y Mc, dichos cambios también pueden
estar directamente involucrados con las actividades metaboélicas del hongo Candida
lo que pudiese permitir el desarrollo de cepas resistentes a antimic6ticos como se
est4 dando en la actualidad.

Por lo expuesto anteriormente consideramos importante el investigar para
conocer si es que sufre alguna alteracién, cambio de adaptacion en la pared celular
y/o la membrana citoplasmética de Candidn en pacientes seropositivos en
comparacién con pacientes seronegativos a VIH, ya que obtendrfamos mas
informacién acerca del comportamiento de ésta levadura que nos ayudaria a

buscar mejores alternativas para su tratamiento y/o prevencién de la candidiasis

bucal.
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I

Las variaciones que existen en los factores del medio ambiente bucal y dela

economfa que influyen en el desarrollo de C. albicans entre un paciente
seronegativo y un paciente seropositivo a VIH provocan modificaciones en la Pc y
Me,

Los cambios en la Pc y Mc de C. albicans aislada de personas seropositivas a

VIH las hace més agresivas en su comportamiento clinico y biol6gico.

59



OBJETIVOS Gonzélez Garcia Teresita
Tesis profesional Herndndez Ayala Alinne

Determinar la existencia de cambios en la Pc y Mc de C, albicans aislada de

pacientes seropositivos a través de microscopia electrénica.

I ——

1.- Comparar Pc y Mc de C. albicans aislada de pacientes seropositivos y pacientes

seronegativosa VIH.

2.- Determinar si existen cambios en la Pc y Mc de C. albicans aisladas de sujetos

seropositivos a VIH,
3.- Relacionar los cambios ultraestructurales con cambios morfoldgicos.
4.- Correlacionar los cambios ultraestructurales con los aspectos de cultivo (tipo de

crecimiento, colonia y requerimientos nutricionales).
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MATERIAL BIOLOGICO

30 Cepas de sujetos seropositivos a VIH

4 Cepas de sujetos seronegativos a VIH

EQUIPO

- Balanza granataria (Ohaus)

- Balanza analitica (Ohaus)

- Microscopio electrénico (Zeiss)

- Fotomicroscopio electrénico (Zeiss)
- Refrigerador (Bendix)

- Gradillas

- Mechero

- Escarchadora (Scopsman)

- Moldes para inclusién

- Malla de asbesto

- Autoclave

- Incubadora bacteriol6gica de calor seco (Blue M)

- Ultracentrifuga (Zeiss)
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VARIOS

- Algodén

- Navajas

- Botes con tapa rosca de plastico de 50 y 100 ml
- Puntas azules para micropipetas
- Abatelenguas

- Cinta testigo

- Papel estraza

- Masquintape

- Plumones y marcadores

- Gasa

- Parafilm

- Guantes

- Cubrebocas

- Bolfgrafos

- Pelfcula para microscopfa electrénica (Kodak electron microscope film 4489)

- Papel aluminio

- Papel F3
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MEDIOS DE CULTIVO
- Agar Biggy

- Agar nutritivo

- Agar Dextrosa Sabouraud

- Caldo Dextrosa Sabouraud

Gonzalez Garcia Teresita
Hernandez Ayala Alinne

Estos medios de cultivo se preparan segun las indicaciones del fabricante.

SOLUCIONES Y REACTIVOS

- Agua destilada

- Paraformaldehido

- NaOH

- Glutaraldehido al 3%

- Cacodilato

- Alcohol al 50, 70, 80, 95 y 100%
- Oxido de propileno

- Ac. Ténico

- Tetraéxido de osmio

- Ferrocianuro de potasio
- Resina epéxica polibet

- Acetato de uranilo

- Tolueno
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- Cloroformo
- Citrato de plomo
- Metanol

- Acido clorhidrico

RECURSOS FINANCIEROS

Todos los materiales y reactivos anteriormente mencionados fueron
proporcionados por la Divisién de Estudios de Posgrado de la Facultad de
Odontologfa de la UNAM. Excepto el equipo y reactivos para la microscopia
electrénica y toma de fotograffas de dicha técnica, fue proporcionado por la
Unidad de Investigacion Médica en Patologfa Experimental del Hospital de

Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI.
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PROCEDIMIENTO

TOMA DE MUESTRAS

Para tomar las muestras se utilizaron:

- abatelenguas estériles

- medios de cultivo de Agar Biggy en placa y agar dextrosa Sabouraud en tubo
inclinado.

- marcadores

- tubos de ensaye con glutaraldehido al 3%

Con el abatelenguas se rasp6 la zona, con la misma toma se sembraron en
los medios de cultivo, se deposita en glutaraldehfdo al 3% para fijar la muestra, se
etiquetaron los medios de cultivo y el tubo de ensaye con el fin de llevar un control
de las muestras e identificarlas posteriormente.

Los medios de cultivo se incubaron en la estufa durante 24 hrs a 370 C, al
termino se observé el desarrollo de las colonias, tipo de colonias, se hicieron frotis
y se tifieron con tincién de GRAM y PAS. Las cepas posteriormente fueron
purificadas en el medio de caldo dextrosa Sabouraud adicionado con acido
clorhidrico para posteriormente resembrarlas e identificarlas.

Para conservarlas y evitar su deshidratacién se colocaron en refrigeracion.
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Las muestras de individuos seronegativos fueron tomadas de pacientes que
fueron atendidos en la Clinica de Patologfa de la Division de Estudios de Posgrado
e Investigacién de la Facultad de Odontologfa de la UNAM.

Las muestras de individuos seropositivos fueron tomadas de pacientes que
son atendidos en el Departamento de Infectologfa, pabellon 405, del Hospital

General de México.

FIJACION

PREPARACION DE FIJADOR KARNOUSKY

Este fijador es de alta osmolaridad para microscopia electrénica (44).
Preparacion: 2mg. de polvo de paraformaldehido, este se disuelve en 25 ml. de
agua calentdndose a una temperatura de 60 a 70°C. Una o tres gotas de NaOH(pH)
son agregadas para que se integren bien los componentes, y el liquido no esté

turbio. Se afora rectificando los 25ml.
A la solucién ya frfa, se le agregan 5 ml. de glutaraldehido al 50% y el volimen se

debe aforar a 50ml. preparando antes 0.2 ml. de cacodilato Buffer a un pH de 74.

Con esto se fijaron las muestras.
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FIJACION DE LAS MUESTRAS

Se coloc6 1.5 ml de fijador Karnousky (prefijacién) con una micropipeta
automdtica en un microtubo de plastico de polipropileno para centrifugar,
verificando que la muestra quede en el fondo ya que es facilmente suspendible.
Después de 1 h a 4°C en fijador, se retira, se coloca el buffer en que se prepar6 el
fijador y se dieron dos bafios en éste para después colocar el tetraéxido de osmio
(solucién A: OOy al 2% en agua destilada. Solucién B: O:O4 al 2% en agua
destilada + ferrocianuro al 3% en partes iguales, Postfijacién). La solucién B se
prepar6 al final (porque el tetraéxido de osmio se reduce y no tiene el mismo
poder de penetracién), dejandose la muestra 1 h a temperatura ambiente. Cabe
mencionar que entre cada cambio de liquido se centrifug6 la muestra.
Posteriormente se retir6 el teradxido y se realizaron 3 lavados de 2 min. cada uno
en agua destilada, seguido de la tincién en block con acetato de uranilo al 1%
durante 1 h a temperatura ambiente en la obscuridad, para lo cual se forra el
microtubo con papel aluminio y se coloca en un cuarto obscuro.

El siguiente paso fue la deshidratacién con alcoholes a diferentes grados (50,
70, 80, 96 y 100%) lavando las muestras durante 10 minutos en cada alcohol.
Después dependiendo de la resina utilizada se utiliza el 6xido de propileno o el
tolueno, retirando el ultimo alcohol absoluto y sustituyéndolo por cualquiera de
las sustancias mencionadas durante 30 minutos 2 veces, el 6xido de propileno que
es el que comunmente se utiliza es un liquido volatil y explosivo. El siguiente paso

es la inclusién para lo cual se requiere colocar la resina en diferentes
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proporciones:(segiin se muestra en la tabla 1), relacién 6xido de propileno y Polibet
2 a1l durante 1 hora, 1 a1 durante 1hora y 1a 2 toda la noche. Este tltimo
cambio de resina y 6xido se retira, para realizar la inclusién en resina sola,
colocandose ahora en cdpsulas para inclusién y a una temperatura de 60°C durante
toda una noche para su polimerizacion.

Los aldehidos fijan todo desde los fosfolipidos de la membrana y pared
celular. El tetraéxido de osmio fija y tifie. La microscopfa electrénica se basa en el
principio de la luz y los colores, para la transmision de sombras. Los electrones
pasan a través de los tejidos y al utilizar metales pesados estos retienen a los
electrones, pudiendo observar la sombra de las estructuras, ya que los electrones
no atraviesan los tejidos. En este caso hablamos de muy, menos o nada
electrodenso. El metal pesado utilizado es el tetraéxido de osmio al 1% y para
darle mayor realce se le agrega 1.5% de Ferrocianuro de potasio, lo que hace que
los tejidos con €l tefiidos sean mas electrodensos.

Se realizaron cortes para ME en el ultramicrotomo (el bloque de tejido
avanza aproximadamente de 40 a 80 nm entre cada movimiento de corte) con
cuchilla de diamante. Los cortes flotan en agua situada detras del borde de la
cuchilla y son montados en rejillas de cobre para cortes finos, y para las fases
(cortes semifinos) se montan en portaobjetos (las rejillas de cobre permiten el paso
de electrones). Estas rejillas se revisten con Formvar (pelicula de sostén delgada de
pléstico) o carbén, de modo que la rejilla sostiene la pelfculay la pelicula, a su vez,

sostiene el tejido.
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Los cortes finos fueron teflidos con acetato de uranilo e hidréxido de plomo
(metales pesados) en tanto que los cortes semifinos con Paragon (azul de toludina
y fuscina bésica).

Obteniendose mayor contraste en las imagenes en blanco y negro, en la pantalla

fluorescente o en la pelicula fotografica.

Para posteriormente ser observados al ME y ser tomadas las microfotografias

electrénicas.

UNIDADES DE MEDIDA . Las unidades utilizadas en la actualidad para ME

atacan estrictamente el sistema métrico. El micrometro (um) es 0.001 de milimetro.
El nanémetro (nm) cuya raiz es la palabra griega nanos, enano es 0,001 de pm (y en
consecuencia, una millonésima de milimetro). También se encontraré el nombre de

unidad de Angstrom (A°) equivalente a 0.1 nm, en consecuencia Inm = 10A¢,

GROSOR _DE_CORTE. Una consideracién importante para interpretar las

micrografias electrénicas gira sobre el hecho de que los cortes utilizados para ME
(60 a 80 nm) son mucho més delgados que los empleados para microscopia de luz

(5 a 8 pm), en consecuencia, suelen llamarse cortes ultradelgados.
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I. U D

o

En el presente estudio se estudiaron muestras de Candida de 34 pacientes (100%),
de los cuales, 30 correspondian a pacientes seropositivos a VIH (88.2%) y 4 (11.7%) eran
seronegativos.

De las 4 muestras de personas seronegativas, 3 eran del sexo femenino y uno del
sexo masculino, entre la 4a. y la Sa. década de la vida. Las lesiones se encontraban
localizadas 3 en paladar y la otra en la lengua, dos correspondieron a Candidiasis
seudomembranosa y las otras dos.a Candidiasis eritematosa. Tres de los pacientes eran
portadores de protesis total, todos ellos se encontraban en buenas condiciones de salud y no
estaban recibiendo ningn tipo de tratamiento médico en el momento de la toma de la
muestra,

Dentro de las 30 muestras obtenidas de pacientes seropositivos a VIH (100%), 10
eran de tipo hiperplasico (33.3%), 3 eritematosas (10%), y 17 del tipo seudomembranoso
(56.6%). Dichas muestras se tomaron de los siguientes sitios: 18 de la lengua (60%), 8 en
mucosa de carrillos (26.6%), 3 de paladar duro (10%) y 1 de orofaringe (3%). Se observod
una prevalencia en la 3a. y 4a. década de la vida (25 casos, 83.3%), 4 casos se presentaron
en la 5a, década de la vida y uno en la 6a. década. El sexo masculino fue mds afectado con
23 casos (76.6%), y 7 casos fueron del sexo femenino. (23.4%).

Veintinueve de los casos contrajeron el virus del SIDA por contacto sexual (97%), sélo un

caso (3%) fue por transfusion sanguinea.
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Todos los pacientes a los que se les tomdé muestra se encontraban en el estadio IV de
la enfermedad del SIDA. Ademas, ninguno de ellos habia tomado algun antimicético
anteriormente, pero estaban bajo tratamiento sistémico con AZT o Bactrim al momento del

muestreo.

Se realizaron 34 frotis, los cuales se tifiecron con técnica de Gram. S6lo 8 laminillas
se consideraron por ser las mds representativas, de las cuales 6 eran de pacientes
seropositivos y 2 de seronegativos.

Los frotis de pacientes seronegativos presentaban hifas, algunas levaduras en gemacion y
levaduras con formacién de una seudohifa.

Los frotis de pacientes seropositivos mostraban una caracteristica invasién de bacterias, la
disposicion de las bacterias es en forma de cocos y diplococos, hay presencia de bacilos

entremezclados con seudohifas y micelios. Se observan seudomicelios tabicados.

En las muestras observadas en los medios de cultivo de pacientes con SIDA, las
colonias de C. albicans se desarrollaron de forma abundante en Agar dextrosa Sabouraud,
las colonias fueron de color blanco mate, de bordes bien definidos, de consistencia cremosa,
en tanto que en el medio de Agar Biggy, las colonias fueron lisas, hemisféricas o circulares,
de color café oscuro, con crecimiento en forma de domo y centro deprimido, de bordes bien
definidos, pero que mostraban crecimiento micelial tanto aéreo como vegetativo,
observandose en este wltimo un entrecruzamiento de los micelios. Estas colonias se

desarrollaban antes de 24 hrs de haberse cultivado (fig.9).
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En las muestras in vitro de pacientes seronegativos, las colonias se desarrollaron de
forma aislada, no formaban agrupaciones, eran de tamafio pequefio, de bordes bien
definidos y no mostraban crecimiento micelial aéreo. Dichas colonias se desarrollaron entre
tas 24 y 72 horas de haberse cultivado, aproximadamente la mayorfa fué apartir de las 36

horas.

HALLAZGOS ULTRAESTRUCTURALES

En las observaciones con microscopia electronica no existe gemacién mdltiple,
habiendo una clara gemacién con estrangulacién una vez conclufda ésta, hay actimulos de
material nuclear, sélo hay una capa de pared celular, el material electrodenso se concentra
en la periferia en forma de capa y la capa més externa es osmiofilica (fig.15).

Las fotografias tomadas con microscopia electrénica de muestras in vivo de
pacientes seropositivos, revelaron la presencia de gemacion multiple y con tamafio variable
de las gemas resultantes, hay presencia de cicatriz en la gemacién.

También se observodistribucién del material genético en forma difusa, desarrollo de hifas
tabicadas y no tabicadas, asi como depéstios de material amorfo alrrededor de C. albicans
en diferentes formas y material electrodenso. Las células epiteliales presentaron cambios
citoliticos con levaduras adheridas a ellas y algunos seudomicelios y micelios que
atravesaban las uniones intercelulares, También se observaron otros microorganismos

como: streptomyces, diplococos y cocos.
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En las muestran in vivo de pacientes seronegativos con microscopia clectrénica,

fueron escasos los procesos de estrangulamiento y Ia formacion de un tabique que separa a

la célula hija.
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Fig.9. Vista superficial de las colonias de Candida de pacientes seropositivos en
Agar Biggy, en la cual se observa un crecimiento en forma de domo con centro
umbilicado, de color café obscuro, con crecimiento de formas miceliales tanto del

tipo reproductivo como nutritivo.
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Fig.10. Vista superficial de las colonias de Candida de pacientes seronegativos en

Agar Biggy. Se observa menor desarrollo de las colonias, sin presencia de micelios

vegetativos.
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Fig.11. Frotis de un paciente seropositivo teftida con técnica de Gram, en el que se
observan levaduras agrupadas, seudohifas tabicadas de gran tamafio y la presencia

de bacilos.a un aumento de 100x.
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Fig. 13. Microfotografia en la cual se observa Candida in vitro. El material nuclear se
encuentra agrupado, en el proceso de divisién existe la formacién de un penachoy
la separacion de la gema hija de menor tamafio que la célula madre dejando una
cicatriz al separarse (posiblemente por efecto de corte). La pared se observa
multilaminar.
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Fig. 14. Microfotografia de Candida in vitro. La capa més externa es osmiofilica, se
encuentra condensacién de material electrodenso en la periferia en forma de capa
y existen acimulos de material nuclear.
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Fig. 15. Microfotografia de Candida in vivo. Se observa depositos de material
amorfo alrrededor de Candida en sus diferentes formas, no hay presencia de
cicatriz en la gemacion, la distribucion del material genético es en forma difusa y
hay laminacién multiple de la pared celular.
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Fig. 16. Microfotografia de Candida in vivo. Se puede apreciar la célula de Candida
y alrededor de ella una célula epitelial. La pared celular es osmiofilica.,,
encontramos cocos, diplococos y bacilos entre las células de Candida, y se observa

division celular,
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Este estudio comprendié el andlisis de cepas de C. albicans de pacientes con
y sin SIDA, desde el punto de vista morfol6gico y ultraestructural.

Comparamos los organismos obtenidos en medios de cultivo de dichos
pacientes y observamos que: las colonias de C. albicans tomadas de pacientes
seropositivos a VIH se desarrollaban en menos de 24 hrs, (esto es debido a que la
toma de las muestras se llevaba a cabo de las 9:00 a 13:00 hrs., los cultivos se
introducian a la estufa alrededor de las 14:00 hrs. y a las 8:00 hrs. del dia siguiente
se sacaban de la estufa para su observacién), cultivados en medios de agar
dextrosa Sabouraud y agar Biggy. Las colonias de pacientes seronegativos a VIH,
en comparacion con las cepas de pacientes con SIDA, se desarrollaron entre 24 y 72
horas, lo cual nos habla de una diferencia metabélica.

Es importante hacer notar que las caracteristicas de las colonias obtenidas de los
pacientes seropositivos a VIH mostraban un crecimiento micelial tanto del tipo
aéreo (superficial o de reproduccién) como vegetativo (profundo o de nutricién), lo
cual no se presenta en pacientes seronegativos, lo que confirma que tienen un
sistema metab6lico més activo, estos cambios son debidos principalmente a los
cambios en el pH, en la disminucién de IgAs y alteraciones en el equilibrio de la
microflora bucal (18). Ademas, el crecimiento de las colonias se desarrollé en forma
agrupada, en cambio las de pacientes seronegativos se desarrollaron en forma
aislada y eran de menor tamafio, al menos estos hallazgos no se encuentran
reportados en la literatura, datos importantes que pueden permitir entender el
comportamiento in vivo de Candida en pacientes con SIDA. Esto puede significar
que las cepas obtenidas de pacientes con SIDA, por su misma patogenicidad,
muestran en su membrana citopldsmica un sistema enzimatico més activo que las

cepas obtenidas de pacientes sin SIDA, este podria explicarse también por la
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actividad de la pared celular en la formacién del seudomicelio en tubo germinal
(18) situacién que se presenta in vivo en los pacientes con SIDA.

Las observaciones realizadas en los frotis (obtenidos in vitro), revelaron que
dichas muestras de pacientes seronegativos estaban constituidas por levaduras y
pseudohifas, asi como también se encontraron algunos hongos filamentosos

(Actynomicetos).

En cambio, en los frotis de pacientes seropositivos se encontrd invasién de
bacterias, presencia de bacilos entremezclados con las hifas y micelios, colonias en
forma de cocos o diplococos y micelios tabicados (hongos filamentosos), lo que
permite establecer que el paciente con SIDA es el habitat adecuado para el

desarrollo de cualquier microorganismo.

Asi también comparamos los microorganismos de estos dos grupos clinicos
al hacer el estudio de microscopia electrénica lo cual nos llevé a observar ciertas
diferencias tales como el engrosamiento de la pared celular por la multilaminacion
de la misma, la cual por reportes se establece que la pared celular de C. albicans en
el tubo germinal se encuentra constituido por 5 ldminas (18), existe depdsito de
material amorfo electrodenso en la superficie externa alrededor de Candida en sus
diferentes formas, encontramos ademas diferencias en la distribucién de material
genético, formas anormales y multiples en la gemacién asi como alteraciones en el
tamaiio de las gemas resultantes y falta de cicatriz de la levadura madre. También
se observan hifas tabicadas y no tabicadas. Todos estos cambios descritos son de
muestras in vivo obtenidas de los pacientes con SIDA lo que demuestra que C.
albicans tiene un comportamiento mas agresivo debido a las alteraciones en los
factores ambientales que afectan el crecimiento. Dichos factores son inducidos por
la inmunodeficiencia que presentan los pacientes, aunados a que las fuentes de

nitrégeno y carbono pueden ser proporcionados por el propio hospedero (6).
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Los hallazgos obtenidos de los medios de cultivo (in vitro), permite observar
que no existen gemaciones muiltiples, pero hay una clara gemacién con
estrangulacién una vez concluida esta. En cambio in vivo no se observa el proceso
de estrangulacion, sino la formacién de un tabique que separa a la gema hija, la

formacién de cicatices en el lugar del desprendimiento de la gema.

Las muestras in vivo de pacientes seronegativos estudiadas a través de
microscopia electrénica nos muestran que no existe gemacién multiple, s6lo hay
una capa de pared celular, existe una condensacién de material electrodenso en la
periferia en forma de capa, la capa mas externa es osmeofilica y existen acumulos
de material nuclear.

En la literatura no se encontr6 estudios que respaldaran las anteriores
observaciones en microscopia electrénica, por lo que es importante profundizar en

este estudio.
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1.- Las variaciones que existen en los factores del medio ambiente bucal entre un

paciente seropositivo y un paciente seronegativo a VIH, influyen en el desarrollo
de C. albicans.

2.- Se observaron cambios morfolégicos y ultraestructurales en la pared celular
como el incremento en el nimero de lAminas, y la membrana celular present6 un
engrosamiento, también hay cambios en el contenido intracelular y divisién celular
de las muestras de pacientes seropositivos a VIH en estudios con microscopia
electrénica.

3.- En cultivos y frotis se observaron cambios morfol6gicos en el crecimiento de las
cepas de pacientes seropositivos en comparacién con las de seronegativos.

4.- Los cambios morfolégicos y ultraestructurales que sufre C. albicans, nos
sugieren que ésta puede ser mds agresiva en su comportamiento biolégico y
clinico.

5.- Los cambios que sufre la levadura nos indican un intento de ésta por adaptarse

al medio ambiente en que se encuentra y que le es mds propicio para su desarrollo.
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