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Resumen

Introduccion: La xerostomia es una condicion muy frecuente principalmente en
adultos mayores, asociado a variadas causas tales como el envejecimiento,
enfermedades, condiciones o consumo de farmacos, generando problemas
funcionales y sensacion de ardor con dolor permanente e infecciones oportunistas
como Candidiasis que impactan en la calidad de vida los individuos que lo
padecen. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de una terapia
paliativa para la sensacion de boca seca, utilizando un sustituto salival casero en
base a manzanilla (Matricaria chamomilla) y semillas de linaza (Linum
usitatissimum) sobre la portacidon de levaduras del género Candida en adultos con

xerostomia.

Material y meétodos: Mediante un ensayo clinico, doble ciego, aleatorizado
cruzado con blanqueamiento, se tomaron muestras de saliva de 39 voluntarios
con xerostomia, antes y después del uso por una semana del sustituto salival
experimental y el convencional. Estas muestras fueron sembradas en placas agar
Dextrosa Sabouraud-Tetraciclina y en placas de CHROMagar™ Candida. Se
realizd recuento e identificacion presuntiva de levaduras del género Candida. La
presencia de hiposialia se determin6 mediante el test de “Saliva total no
estimulada”. Los recuentos de levaduras se analizaron mediante el Test de la
prueba de rango con signo de Wilcoxon y la hiposialia con el Test exacto de Fisher.
Se relacioné el estatus de portacion y variedad de especies de levaduras con: la
condicion de hiposialia mediante una prueba de regresion logistica. Se utilizé el
software STATA 9.1.

Resultados: El sustituto experimental en base a manzanilla (Matricaria chamomilla)
y semillas de linaza (Linum usitatissimum) no generd una variacion significativa en

la portacion de levaduras del género Candida en los individuos del estudio, a



diferencia del sustituto convencional que aumentd de manera significativa esta
variable.

De los individuos participantes en el estudio un 48,7% presentd hiposialia
acompafiada de un mayor recuento inicial de levaduras del género Candida, lo que
no fue observado en los individuos sin esta condicion.

De acuerdo a la identificacion presuntiva de levaduras del género Candida en medio
CHROMagar™ Candida; la especie aislada con mayor frecuencia fue Candida

albicans seguida de Candida glabrata.

Conclusiones: El sustituto salival en base a manzanilla y linaza no modifico la
portacion de levaduras del género Candida en los voluntarios del estudio, a
diferencia del sustituto convencional, por lo que presenta una ventaja frente al
anico producto disponible en el mercado nacional. Se requiere de investigaciones
adicionales sobre el efecto de la manzanilla y linaza y sus mecanismos de accion
sobre levaduras del género Candida, de modo de generar mayor evidencia sobre
la interaccion de estos productos naturales con la microbiota oral. Evidencia que
seria fundamental para la toma de decisiones en el tratamiento paliativo de la
sequedad bucal de los pacientes xerostomicos, que permita efectivamente mejorar

su calidad de vida.



1 Marco teodrico.

La poblaciéon de Adultos Mayores actualmente en Chile va cada vez en aumento.
Segun informacién del Instituto Nacional de Estadisticas (INE), en el 2010, los
adultos mayores sobrepasaron los dos millones de personas y representan
alrededor del 13 % de la poblacion del pais y se espera que para el 2020, ésta
cifra aumente a 3, 2 millones representando el 20% de la poblacion. De acuerdo a
la informacién entregada en la Encuesta Nacional de Salud 2009-2010 del
MINSAL, de la poblacién chilena mayor de 65 afios, el 13 % es fumador, el 75 %
es hipertenso, el 26 % es diabético, el 11 % sufre de depresion. La misma
encuesta reporta que de los adultos mayores de 65 afios, un porcentaje
importante requiere de soluciones a la problematica de la sensacion de boca seca
generada por diferentes causas. Estas son variadas, asociadas al propio
envejecimiento, a distintas enfermedades, condiciones o consumo de farmacos y es
por esto que se presenta en una alta prevalencia en individuos de mayor edad,
generando problemas, ya sea funcional (habla, masticaciéon, deglucién, percepcion
gustativa), como sensacion de ardor y dolor permanente, junto con infecciones
oportunistas como Candidiasis que impactan en la calidad de vida de este grupo

etario.

1.1 Sensacion de boca seca.

La saliva es una solucién fundamental para la adecuada funcién del sistema
estomatognatico, al recubrir y lubricar las estructuras bucales (Dawes, 2004;
Dawes y Odlum, 2004). Mucinas salivales sulfatadas y sialiladas junto a otras
proteinas salivales, retienen gran cantidad de agua y asi, contribuyen a generar un
gel hidrofilico esencial para la lubricacion del epitelio oral (Amerongen y cols.,
1995). Este gel forma un biofilm protector que permite el desplazamiento de la

mucosa bucal y dientes durante la masticacién, deglucion y fonoarticulacion (Berg



y cols., 2003). Ademas, la saliva mantiene la integridad de las estructuras duras y
blandas de la cavidad oral, aportando componentes antimicrobianos y otros
sistemas de proteccién para evitar el desarrollo de patologias como caries,
enfermedad periodontal y lesiones de la mucosa oral (Pedersen y cols., 2002;
Doods y cols., 2005).

La xerostomia o sensacion de boca seca es la sensacion subjetiva de sequedad
en la boca, se produce cuando la tasa de flujo salival es menor que la tasa de
pérdida de fluidos de la boca por evaporacion y por absorcion de agua a través de
la mucosa oral.( Dawes, 2004).También se puede deber a una disminucion de la
cantidad de la saliva secretada y/o a la alteracion de su composicion, impidiendo
la formacion apropiada del biofilm oral (Dawes, 2004; Dawes y Odlum, 2004;
Brosky, 2007). En individuos xerostdmicos se ha descrito una disminucion de las
mucinas salivales o las del epitelio bucal, asociada a una disminucién de las
sulfataciones que éstas glicoproteinas presentan (Alliende y cols., 2008; Chang y
cols., 2011). Un estudio (Dawes, 2004) sugiere que los individuos que refieren
xerostomia, pueden no presentar una completa falta de saliva en la boca. Mas
bien, puede haber zonas de sequedad localizadas, sobre todo en el paladar duro,
donde la pelicula salival es particularmente fina, se encuentra sujeta a la
evaporacion por la respiracién bucal y por la absorcién de agua por parte de la
mucosa. Situacién que puede estar asociada ademas a una reduccion de la
secrecion de las glandulas menores del paladar blando que contribuyen a la
formacion de esta pelicula.

Cuando le secreciéon salival disminuye observandose tasas de flujo salival por
debajo de 0,1-0,2 ml/min en la saliva total de reposo y por debajo de 0,4-0,7
ml/min en la saliva total estimulada hablamos de hiposialia o hiposecrecion salival.
Esta seria una de las causas mas importantes de la sensacion de boca seca
(Silvestre-Donat y cols., 2004).

Los individuos xerostomicos pueden presentar hiposialia, una reduccion en la

secrecion salival que no alcanza a afectar la tasa de flujo salival normal o los



sintomas de boca seca pueden ocurrir sin una reduccion en la producciéon de la
salival. (Guggenheimer y Moore, 2003; Gomez-Moreno y cols., 2012).

Como consecuencia de la sensacion de boca seca, se produce: a) Dificultad
significativa en las funciones de masticacion, deglucion, fonacion y percepcion del
gusto; b) Mayor susceptibilidad a caries y a enfermedades periodontales, menor
tolerancia y retencién de protesis dentales en el caso de pacientes desdentados
totales o parciales; c) Mayor predisposicion a infecciones bucales oportunistas; d)
Malestar bucal generalizado como sensacion de boca urente, labios secos,
ulceracion de las mucosas, menor tolerancia a irritantes como Aacidos,
condimentos y temperaturas extremas de los alimentos (Dawes, 2004). Y por
altimo, la persistencia de la sensacién de boca seca a lo largo del tiempo, provoca
un estado de irritacion permanente de la mucosa bucal (Cassolato y Turnbull,
2003; Guggenheimer y Moore, 2003; Atkinson ,2005; Napefas y cols., 2009).

1.2 Factores causales de la sensaciéon de boca seca.

Se ha descrito la participacion de multiples factores en la etiopatogénesis de
ésta condicién: a) Diversas patologias locales o sistémicas afectan la secrecion
salival produciendo sensacion de boca seca. Entre ellas se describen: Diabetes
mellitus, hipertension arterial, artritis reumatoidea, depresion, sindrome de
Sjogren, lupus eritematoso sistémico, esclerosis sistémica, cirrosis biliar primaria,
deshidratacion, etc.; b) Factores como tabaquismo, respiracion bucal, radioterapia
local en el tratamiento del cancer de cabeza y cuello, entre otros, también se
asocian a xerostomia; c¢) Una amplia variedad de farmacos xerostomizantes
producen como un efecto colateral, disminucion del flujo salival. Entre estos se
describen:  antidepresivos,  antihistaminicos,  diuréticos,  expectorantes,
antihipertensivos, antieméticos, antiparkinsonianos, anticonvulsionantes,
antiespasmaddicos, anorexigenos, broncodilatadores, descongestionantes,
relajantes musculares, etc. (Pajukoski y cols., 2001; Orellana y cols., 2006;
Pedersen y cols., 2005; Atkinson y cols., 2005; Brosky, 2007; Von Biltzingsléwen



y cols., 2007; Pijpe y cols., 2007; Porter y cols., 2004; Thelin y cols., 2008; Liu y
cols., 2012).

1.3 Sensacion de boca seca en adultos mayores.

La sensacion de boca seca se presenta con mayor frecuencia en adultos
mayores, debido a que producen menor cantidad de saliva como parte del proceso
de envejecimiento (Gupta y cols., 2006; Sevon y cols., 2008). Se describe
también, una disminucion en la expresion de mucinas en las células epiteliales de
la mucosa oral (Chang y cols., 2011). Ademas, a la mayor frecuencia de sensacion
de boca seca en adultos mayores, contribuye en forma significativa, el hecho de
que en este grupo etario se observa un aumento en la prevalencia de patologias
cronicas asociadas a xerostomia, con el consecuente consumo de farmacos
hiposalivantes en forma sostenida en el tiempo (Hopcraft y Tan, 2010; Johansson
y cols., 2012; Morales-Bozo y cols., 2012). Asi, en adultos mayores, la xerostomia
se presenta como una condicion permanente y progresiva.

En nuestro pais, son escasos los estudios sobre la prevalencia de sensacion de
boca seca en la poblacion general y en el adulto mayor. Un estudio indica que el
60% de los adultos mayores desdentados y el 42% de los no desdentados
presentan sequedad bucal, siendo la prevalencia del 54% en mujeres y de 28% en
hombres (Soto y cols., 2007). La literatura mundial, reporta rangos de xerostomia
entre 10 y 50%; con un 20% en la poblacién general, un 30% en mujeres y un 50%
en adultos mayores (Orellana y cols., 2006; Hopcraft y Tan, 2010; Villa y Abati,
2011).

Una revision sistematica de la literatura reciente, en que se incluyen estudios
publicados entre 1989 y 2010, sobre prevalencia y causas de xerostomia en
adultos mayores, reporta una prevalencia de 17% a 40% en adultos mayores no
institucionalizados, de 20% a 72% en adultos mayores institucionalizados y de
55% en adultos mayores con enfermedades sistémicas (Liu y cols., 2012). Puesto

gue la sensacion de boca seca altera funciones fundamentales como el habla, la



masticacion, la deglucion, la percepcion gustativa, la retencidon de protesis
dentales, etc.; afecta significativamente la calidad de vida de los adultos mayores
(Gerdin y cols., 2005; lkebe y cols., 2006). Incluso, existe evidencia de que la
sensacidon de boca seca en el adulto mayor, ademas de generar las alteraciones
mencionadas se asocia a desnutricion (Dormenval y cols., 1998; Cassolato y
Turnbull, 2003; Samnieng y cols., 2012).

1.4 Sustitutos salivales como paliativos de la sensacién de boca seca.

La terapia para la sensacion de boca seca permanente y progresiva, se
encuentra restringida a medidas paliativas, sobre todo cuando la funcion de las
glandulas salivales se encuentra afectada de un modo significativo, de tal forma
que no es posible estimular la secrecién salival, se indica el uso de sustitutos
salivales. Los sustitutos salivales alivian la sensacién de boca seca y sus sintomas
asociados, por medio de la lubricacion transitoria de las estructuras bucales. Estos
elementos se aplican sobre la mucosa oral varias veces al dia, ya sea en forma de
liquido, gel o spray. (Amerongen y cols., 2003; Shiboski y cols., 2007; Hahnel y
cols., 2009). Los sustitutos salivales comerciales introducidos en el mercado
internacional, difieren en su composicidn, viscosidad y presentacién. Entre los
componentes lubricantes incorporados en ellos se encuentran: mucina,
carboximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, goma xantana, semillas de linaza o
polietilenglicol. (Shiboski y cols., 2007; Hahnel y cols., 2009). Recientemente, se
ha publicado una revision sistematica sobre los estudios reportados entre 1950 y
octubre de 2011, sobre la efectividad de las terapias topicas en el alivio de los
sintomas de boca seca. En esta revision se incluyeron 32 ensayos clinicos, en que
se testeaban sustitutos salivales aplicados a la mucosa oral en todas sus
presentaciones (Furness y cols., 2011). De ellos, 9 ensayos comparaban la
efectividad de sustitutos salivales contra placebo, 5 ensayos comparaban
sustitutos salivales con estimulantes de la secrecion salival y 18 ensayos

comparaban la efectividad de 2 sustitutos salivales entre si. Los autores concluyen



que no existe evidencia que avale la efectividad de ninguna de las terapias
analizadas en el alivio de los sintomas de xerostomia (Furness y cols., 2011;
Chiappelli, 2012). En contraste, un estudio reciente, comprueba el alivio de los
sintomas de la xerostomia (boca seca, necesidad de tomar liquido para comer y
tragar, sensacion de boca urente) de dos sustitutos salivales en pacientes con

xerostomia de distinto origen (Morales-Bozo y cols., 2012).

1.5 Propiedades de la Manzanilla (Matricaria chamomilla) y evidencia en el

alivio de trastornos de la mucosa oral.

Las flores secas de Matricaria chamomilla (fig. 1), planta herbacea de la
familia Asteraceae es una de las plantas medicinales mas utilizadas en el mundo.
Contienen aceite esencial y flavonoides con efectos sedantes, antiespasmadicos,
antiinflamatorios, antimicrobianos y antifiungicos (Jamalian y cols., 2012; Singh
Ompal y cols., 2011). Aproximadamente 120 metabolitos secundarios se han
identificado en manzanilla, incluyendo 28 terpenoides y 36 flavonoides. Los
principales componentes del aceite esencial extraido de las flores de manzanilla
son los terpenoides alfa-bisabolol y sus Oxidos (bisaboloxidos A, B, C y
bisabonoléxidos), azulenos (como camazuleno), cumarinas (dioxicumarina,
herniarina, umbeliferona), espiroéteres y polisacaridos. Ademas de los flavonoides
apigenina, quercetina y luteolina, entre otros, que constituyen el grupo hidrofilico
de la planta (McKay y Blumberg, 2006; Orav y cols., 2010; Srivastava y cols.,
2010). Estos compuestos son solubles en agua caliente y las cantidades obtenidas

en infusiones son significativas (Barene y cols., 2003).



Figura 1. Flores de Matricaria chamomilla

(Fuente: Anne Mclintyre Chamomilla recutita - German Chamomile: Western and Ayurvedic
Perspectives.Herbal medicine.Originally published in issue 202 - January 2013).

Variados estudios avalan el efecto antimicrobiano del aceite esencial de la
manzanilla. Bisht y cols. (2011) en su estudio afirma que el aceite esencial de
manzanilla tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias. Sugiere que el
aceite esencial es una gran fuente de alfa - bisabolol y camazuleno, moléculas que
serian las responsables de la actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite
esencial. Otro estudio in vitro avala su efecto antimicrobiano sobre especies como
Proteus mirabilis, Staphylococcus camorum, Streptococcus pyogenes Yy
Pseudomonas Aeruginosa, Enterococcus faecalis, Shiguella Dysenteria, Listeria
innocua, Salmonella enterica, Staphylococcus. aureus y Escherichia coli (Abdoul-
Latif y cols.,, 2011). Otros estudios describen el efecto antibacteriano de la
manzanilla sobre S. Aureus, E.coli y Streptococcus pneumoniae (Munir y cols.,
2014; Darvishi y cols., 2013). Un estudio clinico mas reciente realizado en
pacientes hospitalizados en la unidad de cuidados intensivos con ventilacién
mecanica, sostiene que enjuagues en base a extractos de manzanillas presentan
efectos antibacterianos significativos en el recuento de S. pneumoniae y S. aureus

(Darvishi y cols., 2013). Debido a su efecto antibacteriano, Saderi y cols. (2005)
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sugiere el uso de enjuagues naturales en base a manzanilla para el control de
Porphyromonas gingivalis en individuos con periodontitis

Uno de los estudios que avala el efecto antifungico de la manzanilla, es el estudio
in vitro de Jamalian (2012), en el que se describe que el aceite esencial de
manzanilla actué como un potente inhibidor del crecimiento en 10 tipos distintos de
hongos de importancia clinica. En este mismo estudio se describe que
camazulenos serian los principales componentes de este aceite (61,3%) y se
sugiere que la propiedad antifingica contra los dermatoéfitos y saprofitos
observada puede atribuirse a estos componentes. Por otro lado, Pauli y Schilcher
(2004) evaluaron los efectos terapéuticos del aceite esencial de la manzanillay de
su componente a- bisabolol para el tratamiento oral de dermatofitosis en modelos
de rata y raton. El efecto de a- bisabolol fue comparable con antifingicos
conocidos como nistatina, griseofulvina, fluconazol, itraconazol y ketoconazol. Un
estudio in vitro de Abdoul-Latif (2011), afirma que el aceite esencial de manzanilla
y su extracto de metanol tuvieron un efecto antifingico para Candida albicans y
Aspergillus niger. Otro estudio in vitro sugiere un efecto antifingico sobre especies
de C. albicans obtenidas de individuos con otitis aguda externa (Nogueira, 2008).
Adicionalmente, debido a sus propiedades, el extracto de manzanilla ha sido
evaluado en la proteccion o reparacion de lesiones de mucosa. Un estudio
experimental realizado en ratones, reporta un efecto protector de alfa-bisabolol
administrado por via oral, en la aparicion de Ulceras en la mucosa gastrica
inducidas por farmacos o etanol (Rocha y cols., 2010). EI mismo resultado se
obtuvo al utilizar el extracto acuoso de manzanilla (Al-Hashem, 2010). Otro estudio
evalla el efecto del extracto de manzanilla, en la reparacién de Ulceras inducidas
quirdrgicamente en la lengua de animales de experimentacion. En este estudio se
observé una estimulacién de la re-epitelizacion y del contenido de fibras colagenas
producidas en la herida, a los 10 dias de tratamiento (Duarte y cols., 2011).
También se ha estudiado el efecto de los derivados de las flores de manzanilla en

lesiones de la mucosa oral en humanos. Un estudio determina el efecto del uso de



un enjuagatorio bucal conteniendo extracto de manzanilla, aplicado a 32 pacientes
con cancer de cabeza y cuello sometidos a radiacion o quimioterapia y que
presentaban irritacién de la mucosa oral. En estos pacientes se produjo alivio del
malestar bucal y los signos clinicos de mucositis desaparecieron en la primera
semana de aplicacion del enjuague. (Carl y Emrich 1991). También se reporta un
caso en que se utiliza un enjuague con infusion de manzanilla, para el alivio de la
mucositis inducida por terapia con metotrexato en un paciente con artritis
reumatoidea (Mazokopakis y cols., 2005). Un estudio clinico evalta el efecto del
extracto de manzanilla en el alivio del dolor en pacientes con ulceras recurrentes
orales, en donde se observé un efecto analgésico significativo en los individuos del
estudio (Ramos-e-Silva y cols., 2006). En pacientes xerostémicos es frecuente la
aparicion de lesiones traumaticas e irritativas de la mucosa oral ya que la
presencia inadecuada de la saliva debilita el epitelio y su ulceracion es mas
frecuente, debido a que la mucosa seca es mas vulnerable a trauma. Es por lo
anterior que, los individuos con sensacibn de boca seca, podrian verse
beneficiados por estas propiedades reparativas de la manzanilla (Pinna y cols.,
2015).

1.6 Evidencia del uso de semillas de linaza (Linum usitatissimum) en el alivio

de trastornos de mucosay de sensacién de boca seca.

Las semillas del lino (Linum usitatissimum), planta herbacea de la familia
linaceae, son ricas en proteinas, aceites insaturados, fibras insolubles y fibras
solubles o mucilagos (Singh KK y cols., 2011). Cuando las semillas de linaza se
humedecen, las células de la cubierta de la semilla liberan grandes cantidades de
mucilago que forman una capsula gelatinosa que las rodea (Naran y cols., 2008).
Este mucilago soluble en agua, contiene una mezcla de los polimeros de alto peso
molecular galacto-arabino-xilano y rhamno-galacturonano (Warrand y cols., 2005a,;

Naran y cols., 2008). Estos polimeros se unen a través de interacciones
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intermoleculares, lo que les otorga propiedades viscoelasticas (Warrand y cols.,
2005b), similares a las que presentan las mucinas salivales encargadas de
mantener hidratada a la mucosa oral (Van der Reiden y cols., 1994; Park y cols.,
2007).

En un estudio experimental realizado en ratas, se evaluo el efecto del mucilago de
semillas de linaza, en la prevencion de la generacion de lesiones en la mucosa
géstrica inducidas por etanol. Los resultados indicaron que el mucilago redujo en
forma significativa, el nUumero y tamafio de las ulceras gastricas inducidas por el
irritante (Dugani y cols., 2008). Otro estudio realizado también en ratas, evalla el
uso del mucilago de semillas de linaza como un agente mucoadhesivo, con la
intencion de crear microesferas que optimicen la absorcion de farmacos por la
mucosa oral. El analisis in vitro, indica que las microesferas que contenian mayor
porcentaje de mucilago en su composicién, presentaban también mayor
adhesividad a las mucosas (Nerkar y cols., 2011).

En relacion a su uso en humanos, en un estudio piloto realizado en el afio 1994,
un sustituto salival comercial en base a extractos de semilla de linaza, fue
evaluado en el alivio de la sensacion de boca seca de 37 individuos. Los
resultados indicaron que los individuos con sintomatologia mas severa,
presentaban mayor alivio al usar el sustituto salival (Johansson y cols., 1994). Este
mismo producto fue evaluado en el alivio de la sensacion de boca seca de 20
individuos con xerostomia consecutiva a radiacion terapéutica por cancer de
cabeza y cuello, contrastado con un sustituto salival en base a
carboximetilcelulosa. El sustituto salival en base a semillas de linaza, produjo
mayor alivio a la sintomatologia de boca seca (Andersson y cols., 1995). El mismo
grupo de investigadores, analiza el efecto de ambos sustitutos salivales en la
composicion de la microbiota bucal en 19 individuos con hiposalivaciéon
consecutiva a radioterapia por cancer de cabeza y cuello. Los resultados indicaron
gue ninguno de los sustitutos salivales utilizados provocaron modificacion de la

microbiota oral (Johansson y cols., 2000). En un estudio posterior, un enjuagatorio
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bucal conteniendo mucilago de semilla de linaza con o sin adicion de clorhexidina,
fue evaluado en el tratamiento paliativo de la sensacion de boca seca en pacientes
con sindrome de Sjogren. Los resultados indicaron que ambos enjuagatorios,
disminuyeron significativamente los sintomas de sequedad bucal, la sensacion de
boca urente y los problemas al hablar (Johansson y cols., 2001).

Aunqgue los resultados de estos estudios no fueron avalados como significativos en
la revision sistematica reciente de Furness y cols. (2011), constituyen evidencia de

sSu uso en la cavidad oral de seres humanos con disfuncion salival.

1.7 Antecedentes generales de Candida.

Las levaduras son organismos eucariotas aerdbicos, también se consideran
anaerobios facultativos, son heterétrofos y no presentan clorofila. Son
considerados como organismos comensales, pero frente a determinadas
condiciones de desequilibrio entre el hospedero y el patdogeno pueden
comportarse como oportunistas generando infecciones (Akpan y Morgan, 2014;
Salas y cols., 2000; Rodriguez y cols., 2002).

Las levaduras del género Candida se encuentran presentes en tracto
gastrointestinal, piel, tracto vaginal y cavidad oral como parte de la microbiota
normal, sin embargo en determinadas condiciones pueden generar una patologia
llamada Candiasis. (Olorode y Okpokwasli, 2012; Akpan y Morgan, 2014, Salas y
cols, 2000; Rodriguez y cols., 2002). Este género corresponde al Phylum
Ascomycota, clase Hemiascomycetes, orden Saccharomycetales y familia
Candidaceae (Calderone, 2002).

Las levaduras son microorganismos saprofitos, que se reproducen asexualmente
por un proceso especifico de division celular conocido como gemacion, sin
embargo también puede ser mediante fision. (Liebana, 2002). Todas las especies
del género Candida se desarrollan como células levaduriformes ovaladas,
(también llamadas blastosporas) de 3 a 5 yum y son capaces ademas de

experimentar cambios morfologicos desde levaduras a pseudohifas



12

(células hijas a partir de gemaciones alargadas que no se separan de la célula
madre) o hifas (estructura microscépica tubular, la cual contiene multiples
unidades celulares divididas por septos), con excepcion de Candida glabrata, pues
es la unica especie de este género que se presenta solo como levadura (Pardi y
Cardozo, 2002; Liébana , 2002; Dumitru y cols., 2004, Coutinho, 2009) (Figura 2).

Figura 2. Forma de crecimiento de las especies Candida

Crecimiento en forma de levadura. B) Crecimiento en forma de hifa. C) Crecimiento en forma de pseudohifa.
(Fuente: Calderone, R. A. (2002) Candida and Candidiasis. Ed. ASM press.)
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En la revision de Akpan y Morgan (2002) se refiere a la Candidiasis como una
infeccion oportunista de la cavidad oral, que se presenta principalmente en los
primeros afios de vida y en los adultos mayores, causada por un crecimiento
excesivo de las especies Candida. Estos organismos se encuentran en mayor
cantidad sobre la superficie de la lengua, seguida el paladar y la mucosa oral
(Jaimes y cols., 2008).

Se describe también que la Candidiasis oral es una infeccidon oportunista causada
por un crecimiento excesivo o infeccion de la cavidad oral principalmente causada
por Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, las que representan
mas del 80% de los aislados a partir de infecciones orales. Otros aislados en
menor proporcién corresponden a Candida pseudotropicalis, Candida
guillierimondii, Candida krusei, Candida lusitaniae, Candida parapsilosis y Candida
stellatoidea (Rodriguez y cols., 2002). Recientemente se ha aislado Candida
dubliniensis, descrita por primera vez en 1995. Esta especie se asocia con
lesiones orales de individuos infectados por VIH. Est4 estrechamente relacionada
con C. albicans tanto fenotipicamente y genotipicamente y es importante ya que
esta involucrada en los casos de resistencia a los antifiUngicos frecuentemente
utilizados (Sullivan y cols., 1995; Aguirre, 2002; Colleman y cols., 1997; Pinjon y
cols., 2005.).

La transformacion de Candida spp a patégeno depende de la combinacion de los
factores del hospedero, modificaciéon del microambiente de la cavidad oral y
factores de patogenicidad del hongo. Dentro de los factores dependientes del
microorganismo, la virulencia de levaduras del género Candida y principalmente
de C. albicans se debe a un conjunto de factores relacionados con su capacidad
para evadir los mecanismos de defensa del hospedero y tratamiento antifingico
junto con su capacidad de lesionar las células y tejidos (Aguirre, 2002). El principal
factor de virulencia parece ser la capacidad para persistir e invadir el epitelio oral a

lo que contribuyen variados mecanismos (Salas y cols., 2000), tales como:
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Switch fenotipico: caracteristica muy estudiada en C. albicans que consiste en el
cambio morfolégico de levaduras a hifas. Esta capacidad de transformacion a
forma miceliar estd asociado a un cambio de estado comensal a parasitario por
parte del hongo y mayor capacidad patdégena de adhesion, invasion y penetraciéon
de la superficie epitelial. Este estado también muestra una mayor resistencia a la
fagocitosis en comparacion con la levadura (Williams y cols., 2011; Salas y cols.,
2000; Pardi, 2002; Rodriguez y cols., 2002; Budtz-Jorgensen, 2000).

Enzimas hidroliticas: Proteasas acidas que son activadas por una baja de PH a
4-5 en boca, degradan la queratina y colageno del epitelio y otras proteinas de la
matriz extracelular. También destruyen moléculas del sistema inmune del
hospedero como IgAl, IgA2 del exudado seroso o IgA secretora, la principal
inmunoglobulina de las membranas mucosa. Esta gran capacidad proteolitica es
principalmente presentada por C. albicans, seguido de C. tropicalis, C. parapsilosis
y C. glabrata. Lo anterior se debe a que la primera puede secretar nueve aspartil-
proteasas distintas y en niveles mucho mas altos en comparacion con las otras

especies (Budtz-Jorgensen, 2000; Rodriguez, 2002; Williams y cols., 2011).

Fosfolipasas y lisofosfolipasas: Enzimas activadas por una disminucién del pH,
favorecen la lisis de membranas que normalmente actlan como barreras
mecanicas, ya que son capaces de catalizar la hidrélisis de fosfolipidos, el mayor
componente de las membranas celulares, por lo que facilita el dafio tisular del
hongo y la subsecuente invasion a los tejidos. (Salas y cols., 2000; Pardi, 2002).
Se ha identificado la produccién de estas enzimas en varias Candida spp, como:
C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. krusei y C.

dubliniensis (Castrillén y cols., 2005).

Adhesinas: La adherencia de Candida spp, es necesaria para la colonizacion en
la mucosa y la formacion de biofilm junto con la persistencia en el organismo. Esta

ocurre mediante procesos de adhesion especificos y no especificos. La adhesiéon
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no especifica corresponde a la atraccion hidrofobica de las moléculas de superficie
de la levadura Candida al sitio previsto en el tejido. Los mecanismos especificos
se producen mediante la union adhesina- ligando (receptor) a células hospederas,
como células epiteliales, endoteliales y células fagociticas, ademas de a otras
levaduras, como también la coagregaciéon con otros microorganismos como
bacterias lo que determina su participacion en infecciones polimicrobianas
(Williams y cols., 2011; Panizo y Revidkina ,2001).

1.8 Candidiasis en pacientes con xerostomia.

El crecimiento excesivo de Candida, puede conducir a malestar local, sensacion
de alteracién del gusto, disfagia. Su crecimiento excesivo en el esofago puede
llevar a una mala nutricion. En pacientes inmunodeprimidos/inmunosuprimidos, la
infeccion puede propagarse a través del torrente sanguineo o0 tracto
gastrointestinal superior lo que conduce a una infeccién sistémica severa con una
morbilidad y mortalidad significativas (tasa de mortalidad del 71% al 79%) (Akpan
y Morgan, 2014). Sin embargo, para que este hongo exprese sus factores de
virulencia y se transforme en patdégeno en la cavidad bucal, tienen que coincidir
factores tanto locales como sistémicos que se describen en la tabla 1 (Gonsalves
y cols., 2008; Aguirre, 2002; Budtz-Jorgensen, 2000):
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Tabla 1. Factores locales y sistémicos del hospedero que participan en el desarrollo de

Candidiasis.
Factores locales Factores sistémicos
Tabaco Diabetes mellitus,
Protesis Inmunodeficiencias
Uso de inhalador de esteroides | Inmunosupresion
Dieta rica en carbohidratos Corticoesteroides
Leucoplasia Antibiéticos
Céncer bucal Quimioterapia / Radioterapia
Xerostomia Des_c')r_denes horm_o'nale's y trastornos _
nutricionales: Deficiencias en Fe, folatos y Vit B12
Hiposalivacion Infancia, Vejez
Sindrome de Sjogren Embarazo

La alteracion de la funcion de las glandulas salivales también puede predisponer el
desarrollo de Candidiasis, debido a que la saliva provoca un efecto de dilucion y
elimina los organismos de la mucosa. Proteinas antimicrobianas de la saliva tales
como lactoferrina y peroxidasas inhiben el crecimiento de bacterias y hongos.
Ademas, la lisozima produce hidroélisis en la capa de peptidoglicano de la pared
celular de bacterias y en C. albicans reduce la secrecién de aspartil proteinasa a
una baja concentracion. Se ha identificado en estudios in vitro que polipéptidos
ricos en histidina, son capaces de inhibir el crecimiento de C. albicans, y que
anticuerpos especificos interactian con la mucosa oral evitando el crecimiento
excesivo de Candida spp (Akpan y Morgan, 2014; Budtz-Jorgensen, 2000).

Estudios revelan una relacion inversa entre el flujo salival y los recuentos de
colonias de Candida spp en la saliva de los pacientes con xerostomia, siendo C.
albicans la especie aislada con mayor frecuencia, seguida de C. parapsilosis, C.
tropicalis y C. krusei (Torres y cols.; 2002). Lo anterior se hace mas evidente en
sujetos adultos mayores que presentan reducidas tasas de flujo salival y cuyos
recuentos de levaduras orales son significativamente mayores (Budtz-Jorgensen,
2000.). Por lo tanto, las condiciones como el Sindrome de Sjogren, la radioterapia

de cabeza y cuello o farmacos que reducen la secrecién salival pueden conducir a
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un aumento del riesgo de la candidiasis oral (Akpan y Morgan, 2014).

1.9 Planteamiento del problema.

El individuo con xerostomia, debe lubricar su mucosa oral al menos 4 veces al
dia, durante todos los dias de su vida, razén por la cual requiere de la adquisicion
de los sustitutos salivales a permanencia. Esta situacion conlleva una carga
econdmica adicional a la ya existente en individuos adultos mayores.

Los sustitutos salivales comerciales, utilizados en los estudios descritos en la
literatura, no se encuentran disponibles en el mercado farmacéutico nacional. En
Chile, hay disponible un Unico sustituto salival en base a metilcelulosa, que puede
ser adquirido sélo en algunas farmacias, mediante receta y que no ha sido
testeado en su efectividad para reducir la sensacion de boca seca. A la fecha,
existe un estudio nacional de dos sustitutos salivales con efecto paliativo
demostrado sobre la sensacion de boca seca, sin embargo, éstos no existen en el
mercado nacional (Morales-Bozo y cols., 2012).

Por lo anterior descrito, Chile no presenta un sustituto salival disponible que sea
de bajo costo, que pueda ser adquirido sin la prescripcion de un profesional y que
sus efectos en la microbiota oral se hayan evaluado cientificamente.

Tratando de buscar una solucién a esta probleméatica, en este estudio hemos
implementado una terapia paliativa de la sensacién de boca seca, en base al uso
de un sustituto salival casero formulado en base a una infusion de manzanilla
(Matricaria chamomilla) y semillas de linaza (Linum usitatissimum). En un ensayo
clinico aleatorizado preliminar realizado en nuestro laboratorio, se ha observado
que la efectividad de este sustituto en el alivio de la sensacién de boca seca en
adultos mayores, es significativamente mayor a la presentada por el dnico
sustituto salival disponible en nuestro pais (resultados no publicados); y
esperamos corroborar su efecto en levaduras del género Candida.

Esta investigacion mediante un ensayo clinico permitira evaluar el efecto de un

sustituto salival casero en base a manzanilla y semillas de linaza, en el estatus de
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portacién y variedad de especies de levaduras del género Candida en pacientes
con xerostomia de diversos origenes.

Se pretende ofrecer a la poblacion con disfuncién salival, un sustituto con eficacia
comprobada y efecto fungistatico para levaduras del género Candida, de
preparacion casera, formulado en base a componentes naturales de facil
adquisicion en el territorio nacional y posible de ser usado diariamente.

Por medio de la realizacién de nuestro estudio, pretendemos cooperar al logro del
objetivo estratégico 4.8 de “Mejorar el estado de salud funcional de los adultos
mayores” planteado en las Metas 2011-2020 del MINSAL. Al disponer de este
sustituto salival experimental propuesto en esta investigacion, adultos mayores
verian mejoradas por sus propios medios, las funciones basicas del sistema
estomatognatico alteradas por la condicion de sensacion de boca seca, aportando
ademas a su condicion de salud mediante un sustituto que no altere la portacion
de levaduras de género Candida. Pretendemos generar evidencia que permita
seleccionar un sustituto sobre otro, tanto por el valor econdémico como
antimicotico, con el fin de aportar en el tratamiento y prevenir esta enfermedad

oportunista con gran prevalencia en la poblacién de adultos mayores.

La pregunta de Investigacion es: ¢, Cual es el efecto de un sustituto salival casero

en base a manzanilla (Matricaria chamomilla) y semillas de linaza (Linum
usitatissimum), en la portacion y variedad de especies de levaduras del género

Candida en pacientes con xerostomia de diverso origen?

2 Hipdtesis.

“El uso del sustituto salival casero en base a manzanilla (Matricaria chamomilla) y
semillas de linaza (Linum usitatissimum) no afecta el estatus de portacién y
variedad de especies de levaduras del género Candida en pacientes con

xerostomia de diverso origen versus un sustituto salival convencional.”
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3 Objetivo General.

Determinar el efecto de un sustituto salival casero en base a manzanilla
(Matricaria chamomilla) y semillas de aceite de linaza (Linum usitatissimum) en el
estatus de portacion y variedad de especies de levaduras del género Candida en

pacientes con xerostomia de diverso origen.

4 QObjetivos Especificos.

1. Determinar el estatus de portacién de levaduras del género Candida en
individuos con xerostomia de diverso origen, antes y después de usar el

sustituto salival casero y el convencional.

2. ldentificar de manera presuntiva las diferentes especies de levaduras del
género Candida en individuos con xerostomia de diversos origen, antes y

después de usar el sustituto salival casero y el convencional.
3. Comparar el efecto de ambos sustitutos salivales en la variedad de
especies y estatus de portacion de levaduras del género Candida en

pacientes con xerostomia de diversos origenes.

5 Materiales y Métodos:

5.1 Disefo.

El estudio corresponde a un ensayo clinico aleatorizado cruzado con

blanqueamiento, con una modalidad de analisis “por intencién de tratar”.

5.2 Preparacion de los sustitutos salivales.

El sustituto salival casero en base a manzanilla (Matricaria chamomilla) y
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semillas de aceite de linaza (Linum usitatissimum) definido como sustituto
experimental (SE), correspondié a una infusion a partir de 30 g de semilla de
linaza y 20 g de manzanilla para un litro de agua. Para su preparacion, a 20 g de
flores secas de manzanilla, se le agregaron 500 ml de agua en ebullicion, se agito
durante 10 minutos y se separo la infusion por filtracion. Para obtener el mucilago
de la semilla de linaza, 30 g de semillas se incubaron en 500 ml de agua estéril a
4°C y se mantuvieron en agitacién durante 8 h. Se descartaron las semillas y la
parte liquida fue esterilizada por filtracién. EI mucilago de linaza y la infusion de
manzanilla obtenida previamente, fueron mezclados en partes iguales, dando
origen al sustituto salival casero.

El sustituto salival convencional (SC) correspondié a un preparado conocido como
“Saliva artificial” elaborado bajo receta médica por Farmacias Ahumada en base a
metilcelulosa 4% p/v, glicerina 10% p/v y suero fisioldgico cantidad suficiente para
el volumen final.

Ambos sustitutos, fueron alicuotados, con la dosis necesaria para un dia de
tratamiento (10 ml) y almacenados en envases estériles idénticos, opacos y
herméticos; los que fueron rotulados segun aleatorizacién y almacenados a 4°C.
Todos ellos fueron etiquetados con las instrucciones para su uso y entregados en
la secuencia descrita en disefio experimental. Ambos sustitutos fueron utilizados
en una dosificaciébn de 2 ml, 4 veces al dia por un periodo de 1 semanas cada

uno.

5.3 Individuos participantes en el estudio.

Se considerd un grupo de 39 individuos, reclutados en el Servicio de Diagndstico
de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, de acuerdo a los

siguientes criterios de inclusion y exclusion descritos en la tabla 2:
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Tabla 2.Criterios de inclusién y exclusion para ser consideraros en el estudio.

Detalle

Adultos de ambos géneros.

o Presentar sensacion de boca seca de cualquier origen, determinada por responder
Criterios de  afirmativamente a la pregunta N° 1 de la encuesta de Fox y cols. (Anexo 1).

inclusion . - . .
Que puedan realizar el procedimiento de recoleccién de saliva.
Haber firmado el Consentimiento Informado del estudio (Anexo 2).
Presencia de lesiones de la mucosa bucal evidenciables a la inspeccién clinica.
o Individuos con trastornos motores a nivel bucal.
Criterios de Individuos con deterioro cognitivo severo
exclusion 9 :

Individuos que estén en tratamiento que estimule la secrecién salival.
Individuos que requieran tratamiento dental quirargico.

Los individuos fueron debidamente informados del tipo de investigacion y del
protocolo metodolégico del estudio aprobado por el Comité de Etica de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Chile, mediante el consentimiento informado.

5.4 Procedimiento de aleatorizacion.

Se generd una lista de aleatorizacion mediante el software Random Allocation.
La cual correspondié a una aleatorizacion simple que identificé secuencialmente
los sujetos que fueron asignados primero con el sustituto salival casero y luego el
convencional y viceversa. Se realizO el ocultamiento de la secuencia de
aleatorizacion al equipo de investigadores a cargo de la evaluacion clinica. Para
permitir este ocultamiento, los frascos que contenian el sustituto salival casero o el
convencional fueron identificados por un codigo que fue conocido solo por el

investigador que género la secuencia.

5.5 Definicién de ciegos.

Fueron ciegos, los sujetos voluntarios, los miembros del equipo de investigacion

gue tuvieron comunicacion con los sujetos voluntarios, los miembros del equipo de
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investigacion que actuaron como asignadores de eventos y quienes analizaron los

datos.

5.6 Diseio del estudio.

Al grupo de individuos de los cuales se seleccioné la muestra, que aceptaron su
participacion informada y voluntaria, un equipo de odontélogos clinicos calibrados,
les realizé una anamnesis y un examen clinico. Se aplico la encuesta de Fox y
cols., (1987) para seleccionar a los individuos con sensacion de boca seca. A los
individuos se les informé del estado de su salud bucal y en caso de ser necesario
se les orient6 sobre como proceder para su posterior atencion y tratamiento.

Los individuos que cumplieron con los criterios de inclusion comenzaron el estudio
utilizando, durante 1 semana y en condiciones estandarizadas (como se describié
en la seccion “sustitutos salivales”), el sustituto salival asignado de manera
aleatoria (experimental o convencional) y otra semana el sustituto salival faltante
(los individuos asignados inicialmente a utilizar el sustituto salival convencional,
utilizaran el sustituto salival experimental y viceversa), separados por una “fase de
blanqueamiento” donde no se utilizd6 sustituto durante una semana. A cada
individuo, se le entreg6 la cantidad de frascos de sustitutos salivales necesarios
para 7 dias. Al inicio del estudio, se gradud la sensacion de boca seca, mediante
la “Encuesta previa” (Anexo 3) y se determiné el flujo salival mediante el test de

“Saliva total no estimulada”.

5.7 Determinacién del flujo salival (Sialometria).

Para determinar la presencia o ausencia de Hiposialia, a los individuos
participantes en el estudio se les determind el flujo salival mediante el test de
“Saliva total no estimulada” (Méarton y cols., 2008) ademas, se definié la condicion
de hiposialia como una tasa de flujo salival menor o igual a 0,2 ml/min (Silvestre-

Donat y cols., 2004). El flujo salival se determiné entre las 8 y 11 horas A.M. y con
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el individuo en reposo. Se solicité a los individuos que laven su boca con agua y
cepillo dental y se abstengan de consumir alimentos durante una hora. Luego se
solicito que depositen en un recipiente, previamente pesado, la saliva que
producen durante cinco minutos. La saliva recolectada, fue pesada y los valores
obtenidos se expresaron en ml/min, asumiendo un valor de densidad igual a 1

para la saliva.

5.8 Procesamiento de las muestras y siembra.

Un odontdlogo investigador calibrado, tomo6 las muestras de saliva para el
cultivo de levaduras de los individuos con xerostomia, antes y después del uso de
cada sustituto salival. Las Unidades formadoras de colonias de levaduras por
mililitro de saliva (UFC/ml) fueron obtenidas a partir de saliva donada por los
sujetos participantes en el estudio. Para ello, 100 ul de saliva fueron sembradas
directamente en las placas y se realizaron diluciones seriadas en buffer fosfato de
potasio estéril, pH 7.4 Cada muestra de saliva y/o dilucién fueron agitados en un
Vortex (Thermolyne Maxi Mix Il) durante 30 segundos con el fin de homogenizar la
muestra. Se tomaron 100 ul de saliva directa y de las diluciones y se sembraron
con asa de vidrio en placas agar Dextrosa Sabouraud-Tetraciclina (50 mg/ml)
(medio AST) y en placas de CHROMagar™ Candida (medio CRM) e incubadas

en estufa Pasteur durante 48 horas a 30 °C en ambiente de aerobiosis (Figura 3).
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Figura 3. Procesamiento de las muestras y cultivo.

W o Diluciones con buffer Homogenizacion
uestra de saliva fosfato de potasio estéril, en Vortex.
pH7.4

Cultivoa 30° C por Siembra100 ul enagar Dextrosa
48 horas Sabouraud-Tetraciclina y CHROMagar™
Candida

Fuente: Laboratorio de Bioquimica

5.9 Identificacién de levaduras.

Una vez finalizado el tiempo de incubacién, para obtener las UFC/ml de
levaduras de género Candida se observé el desarrollo de colonias en las placas
de medio AST y se realizé el recuento de éstas. De acuerdo a la densidad de
colonias, se conté de manera individual aquellas placas cuya densidad de colonias
permitian su enumeracion y en aquellas mas densas se determiné el cuadrante
mMAas representativo, se contaron las colonias y se multiplicé por 4 para obtener el
valor de las UFC/ml de cada placa. En el caso que correspondio, el resultado de

cada recuento se multiplicé por el factor de dilucion obteniendo de esta forma las
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UFC/ml finales de cada placa.

Para la identificacion presuntiva obtenida mediante la siembra en medio
CHROMagar™ Candida, las especies de Candida se determinaron  por
observacion colorimétrica de las colonias. Este medio contiene un sistema
bioguimico basado en la deteccion de determinadas reacciones enzimaticas
especie-especificas por parte de las levaduras del género Candida mediante
hidrdlisis de un sustrato con propiedades cromogénicas. (Kamikawa y cols., 2014;
CHROMagar™ Candida, Odds y Bernaerts, 1994). Este medio muestra una
especificidad y sensibilidad de un 99% para 3 especies de Candida a la vez: C.
albicans con colonias de color verde claro, C. tropicalis con colonias de color azul

metalico y C. krusei con colonias de color rosadas (Figura 4).

Figura 4: Imagen correspondiente a el instructivo del medio
CHROMagar™ Candida.

CHROMagar™

C.albicans verde

C.tropicalis arul metdlico
Chrusei rosa, rizadas
Ckefyr, C.globroto de malva a marrdn
Otras especies de blanco a malva

Aspecto tipico de las colonias
I 7‘ ‘ w ‘ 1 =

| ome® 9
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- « |
o | .
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8% 8 ‘n e ‘ 9
® = L —
Calbicons Chrusei C globrato
* .
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b
|
L
————— - e
C.tropxcois

= La identificacién definitiva requiere pruebas adicionales.
* La especificidad y la sensibilidad para C olbicans, C.tropicalis y
Ckrusei superan el 99% (Odds y Bernaerts 1994)

Fuente: http://www.chromagar.com/
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Con menor seguridad, las colonias de color morado corresponderian a C. glabrata,
verde oscuro a C. dubliniensis y las de color blanco a C. parapsilosis
(CHROMagar™ Candida, Odds y Bernaerts, 1994; Schoofs y cols., 1998).

5.10 Anélisis estadistico.

Con el fin de evaluar la presencia de una distribucion normal en los datos, se utilizd
el Test de Shapiro-Wilk. Estos resultaron con distribucién no normal por lo que se
utilizé el Test de la prueba de rango con signo de Wilcoxon para el analisis de los
resultados de estatus de portacion y variedad de especies de levaduras se determind
rangos, mediana y promedio. Para la presencia de hiposialia se utilizé el test exacto
de Fisher y ademas se relaciond el estatus de portacion y variedad de especies de
levaduras con esta la condicion. Se utiliz6 el software STATA 9.1. Se aceptaron
diferencias estadisticamente significativas con un error alfa igual o menor a 0.05% y

un intervalo de confianza del 95%.

6 Resultados

6.1 Descripcion de la muestra.

6.1.1 Edady género de la muestra.

La muestra estudiada estaba constituida por 39 voluntarios con xerostomia de
diverso origen, con una edad promedio de 68,5 + 11,12 afios, de los cuales 36
(92,31%) fueron mujeres (s6lo 8 menores de 65 afios) y 3 (7,69%) fueron hombres

(s6lo uno menor de 65 afos).

6.1.2 Patologias y factores asociados a xerostomia.

La tabla 3 muestra el nUmero y porcentaje de individuos afectados por diferentes
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patologias o factores asociados a Xerostomia. Las 3 patologias mas prevalentes
en la muestra fueron: hipertension arterial, sintomas depresivos y diabetes. De la
muestra estudiada 5 (12,82%) individuos fumaban tabaco y 34 (87,18%) no.
Adicionalmente, el 87,17% de los voluntarios presentaban otra patologia distinta a
las consultadas (tabla 3). En la tabla 4 se puede observar que 10 (25,64%) de los
individuos no presentaban patologias y/o factores asociados especificados en la
tabla en forma simultdnea, 10 (25,64%) de los individuos presentaron sélo 1
patologia; 13 (33,33%) participantes presentaron 2 patologia y/o factor asociado; 5
(12,82%) presentaron 3 patologias y/o factor asociado simultaneamente y sélo uno

(2,56%) present6 4 condiciones al mismo tiempo.

Tabla 3. Patologias o factores asociados a Xerostomia presentes en los individuos de la

muestra estudiada.

Cantidad Porcentaje

Patologia o factor de

asociado Indi\(/ji(cajuos Individuos
(%)

Hipertension arterial 56,41
Sintomas depresivos 20 51,28
Artritis Reumatoidea 7 17,95
Sindrome de Sjogren 1 12,82
Diabetes 10 25,64
Terapia radiacion 6 15,28
Tabaquismo 5 12,82
Lupus 2 5,13
Otros 34 87,17
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Tabla 4. Cantidad de patologias y/o factores asociados a xerostomia que presentan los

individuos simultaneamente.
Cantidad de

patologias y/o Cantidad Porcdegtaje
BB i Individuos
presentados Individuos
: ) (%)
simultaneamente

0 10 25,64

1 10 25,64

2 13 33,33

3 5 12,82

4 1 2,56

6.1.3 Farmacoterapia asociada a Xerostomia.

La tabla 5 muestra la diversidad, frecuencia y porcentaje de farmacos que
consumian los sujetos analizados en el estudio. Los farmacos consumidos con
mas frecuencia fueron los antihipertensivos y antidepresivos. Al analizar el
namero de farmacos consumidos por un mismo individuo, se pudo observar
que 12 (30,76%) sujetos no consumian farmacos, 12 (30,76%) consumian 2
farmacos en forma simultanea; 9 (23,07%) individuos consumian 3 farmacos
simultdneamente y solo 1 (2,56%) sujeto de la muestra consumia 4 farmacos

al mismo tiempo (tabla 6).
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Tabla 5. Farmacos asociados a Xerostomia consumidos por los individuos de la

muestra estudiada.

Cantidad Porcentaje
) : (0[]

Farmaco consumido de L

Individuos WETE L

(%)

Antihipertensivos 22 56,41
Antidepresivos 10 25,64
Ansioliticos 9 23,08
Diuréticos 6 15,38
Anticonvulsivantes 0 0,00
Otros farmacos 33 84,62

Tabla 6. Cantidad de farmacos enumerados que consumen los individuos
simultdneamente.

Porcentaje
(0[]
Individuos

Cantidad de farmacos | Cantidad
consumidos en forma de

simultanea Individuos

1 9 23,08
2 12 30,77
3 5 12,82
4 1 2,56

6.1.4 Sintomatologia asociada a xerostomia en la muestra estudiada.

En la tabla 7 se detallan los parametros considerados como sintomatologia
asociada a xerostomia, basado en la encuesta descrita por Fox y cols. Debido a
que, uno de los criterios de inclusién de voluntarios para el estudio, era presentar
sensacion de boca seca, el 100% de ellos presentaba esta sintomatologia. En
contraste, 25,64% de los voluntarios (n=10) presentaron sintomatologia de ardor
lingual y aproximadamente un 50 % presentaron sensacion de saliva espesa
(n=20; 51,28%), necesidad de tomar liquidos para deglutir alimentos (n=19;
48,72%) y sensacion de dificultad para deglutir (n=18; 46,15%).
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Al analizar en detalle las frecuencias de estas sintomatologias, se pudo observar
que 7 individuos (17,95) presentaron solo un sintoma de la encuesta de Fox y
cols, 11 individuos (20,28%) presentaban 2 sintomas asociados; 9 sujetos
(23,07%) presentaban 3 sintomas al mismo tiempo; 10 individuos (25,64%)
relataron la presencia de 4 sintomas simultdneamente; y 2 sujetos (5,12%)

evidenciaron la totalidad de los sintomas (tabla 8).

Tabla 7. Sintomatologia asociada a xerostomia segin encuesta de Fox y cols. en

individuos de la muestra.

Cantidad Porcentaje
Sintomatologia de de Individuos
Individuos %

Sensacién de boca seca 39 100,00
Sensacién de saliva espesa 20 51,28
Sensacién de ardor lingual 10 25,64
Necesidad de tomar liquidos para deglutir alimentos 19 48,72
Sensacion de dificultad para deglutir 18 46,50

Tabla 8. Sintomas simultaneos de la encuesta de Fox y cols. presentes en individuos de

la muestra.

e Cantidad de Porcentaje de

simultaneos presentado en

los individuos Individuos Individuos (%)
1 7 17,95
2 11 28,20
3 9 23,07
4 10 25,64
5 2 512

6.1.5 Flujo salival e hiposialia en los voluntarios incluidos en el estudio.

El flujo salival cuantificado en la muestra estudiada, presentaba una mediana de
0,117 ml/min con un rango de 0,007 a 1,401 ml/min. 48,72% (n= 19) de los sujetos
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presentaban hiposialia, es decir un flujo salival igual o inferior a 0,2 ml/min. En
estos voluntarios hiposialicos, el flujo salival presentd una mediana de 0,049
ml/min con un rango de 0,007 a 0,154ml/min. En los sujetos no hiposialicos (n=
20) la mediana de flujo salival fue de 0,396 ml/min con un rango de 0,210 a 1,401

ml/min.

6.2 Analisis de portacién de levaduras del género Candida en medio AST y
CRM al usar los sustitutos salivales.

6.2.1 Estatus de portacion de levaduras del género Candida en medio ASTy

CRM, antes y después de usar ambos sustitutos salivales.

El recuento de unidades formadoras de colonias por mililitro de saliva (UFC/ml) del

género Candida en medio AST después de usar el SC aumentd de manera
significativa (p value = 0,0047), variando su promedio de 16.458 a 41.517 UFC/ml.
Cuando los individuos usaron el SE, no hubo diferencia significativa en el recuento
de levaduras después usar el producto (p value = 0,649) variando el promedio desde
52.716 a 76.963 UFC/ml (tabla 9).
En medio CRM, se observo una situacion similar a la anteriormente descrita, en
donde el andlisis estadistico indica que hubo diferencia significativa en la portacion
de levaduras del género Candida en individuos que usaron el SC (p value = 0,0246)
experimentando un aumento del promedio de 39.338 a 55.859 UFC/ml. Con
respecto al SE, el promedio inicial de UFC/ml antes de usarlo fue de 37.432 y
después que los individuos usaron el producto fue de 42.590 UFC/ml, siendo ésta
variacion no significativa (p value = 0,1162) (tabla 10).
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Tabla 9. Estatus de portacién de levaduras del género Candida en medio AST, antes y
después de usar ambos sustitutos salivales.

Antes de usar producto ‘ Después de usar producto

UFC/ml

Promedio Mediana Rango ‘ Promedio  Mediana Rango p value
- 16.458 1.895 0-186.700 41517 2.000 0 -639.000 0,0047
s 52.716 3.000 0-861.500 76.963 1.105 0-1.002.450 | 0,649

SC: Sustituto Convencional, SE: Sustituto Experimental.

Tabla 10. Estatus de portacion de levaduras del género Candida en medio CRM, antes 'y
después de usar ambos sustitutos salivales.

Antes de usar producto

‘ Después de usar producto

UFC/ml Promedio Mediana Rango ‘ Promedio = Mediana Rango p value
sC 39.338 650 0 - 780.000 55.859 2.550 0 —546.000 0,0246
SE 37.432 3.154 0 -502.000 42.590 1.120 0 - 604.000 0,1162

SC: Sustituto Convencional, SE: Sustituto Experimental.

6.2.2 Efecto de la secuencia en el uso de ambos sustitutos salivales en el

estatus de portacion de levaduras del género Candida en medio AST y

CRM.

A inicio del estudio y con la finalidad de determinar si existia diferencia en el

estatus de portacion de levaduras del género Candida entre los voluntarios; se

determiné el recuento inicial de UFC/ml antes de usar cualquiera de los dos

sustitutos salivales. Se pudo observar que no hubo diferencia significativa en esta

variable antes de usar los sustitutos SC o SE (p value = 0,102 en medio AST y =

0,867 en medio CRM).

Para determinar el efecto de la secuencia en el uso de los sustitutos salivales en el
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estatus de portacion de levaduras del género Candida, se cuantificd las UFC/ml
después de usar cualquiera de los dos sustituto del estudio y se compar6 con el
estatus de portacion inicial. EI promedio de UFC/ml de levaduras del género Candida
en medio AST después de usar el primer sustituto salival asignado aleatoriamente a
cada individuo, varié desde 20.809 (rango O - 31.400) a 25.410 (rango O - 169.150)
UFC/ml (p value=0,103).Cuando los individuos del estudio utilizaron el segundo
sustituto salival asignado aleatoriamente se observo que el promedio varié desde
48.364 (rango 0-861.500) a de 93.069 (rango O - 1.002.450) UFC/ml (p value =
0,131). El analisis estadistico indica que no hubo diferencia significativa en el
recuento de levadura después de usar el primer o segundo sustituto salival asignado
aleatoriamente (p value = 0,133). Una situacién similar se pudo observar en el medio
CRM, pues después de usar el primer sustituto salival asignado aleatoriamente se
observé una variacion del promedio desde 48.585 (rango O - 780.000) a 45.907
(rango 0 - 467.000) UFC/mI (p value = 0,866). Al usar el segundo sustituto salival en
forma aleatoria se observé que el promedio varié desde 28.185 (rango 0 - 225.400) a
52.541 (rango 0 - 604.000) UFC/mI (p value = 0,406).

6.2.3 Cantidad y porcentaje de individuos que aumentaron o disminuyeron
el estatus de portacién de levaduras del género Candida en medio AST

y CRM, después de usar los sustitutos salivales.

Al analizar la frecuencia de individuos que aumentaron o disminuyeron la cantidad
de UFC/ml de levaduras del género Candida, se pudo observar que el
comportamiento antes y después de usar los sustitutos salivales no es
estadisticamente significativo tanto para medio AST (p value = 0,408) como para el
medio CRM (p value= 0,249) (tabla 11).
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Tabla 11. Cantidad y porcentaje de individuos que aumentaron o disminuyeron el estatus de

portacion de levaduras del género Candida en medio AST y CRM.

Sustituto
SC 14 35,89 25 64,10 17 43,58 22 56,41
SE 16 44,44 23 58,97 21 53,84 18 46,15

SC: Sustituto Convencional, SE: Sustituto Experimental, p value= 0,408 en medio AST y 0,249 en medio CRM

6.2.4 Estatus de portaciéon de levaduras del género Candida en medio AST y
CRM después de utilizar ambos sustitutos salivales en individuos con

o sin hiposialia.

Se determiné el efecto del uso de cualquiera de los 2 sustitutos en individuos con o
sin hiposialia mediante cuantificacion de UFC/ml en ambos medios de cultivo. Para
los individuos que presentaban hiposialia, hubo un aumento significativo del recuento
de levaduras en medio AST, con un promedio de 64.271 (rango 0 - 861.500) UFC/ml
antes de usar los sustitutos salivales y de 114.766 (rango 0 - 1.002.450) UFC/ml
después de su uso (p value= 0,041). En los individuos sin condicién de hiposialia, el
recuento de levaduras luego de usar los sustitutos varié de un promedio de 6.386
(rango 0- 40.500) UFC/ml antes de usar los sustitutos a 6.488 (rango O - 83.700)
UFC/ml después de usarlos, diferencia que no fue significativa (p value= 0,307).
Distinto fue el resultado en medio CRM, en donde los sustitutos salivales no
provocaron cambios significativos en los valores de recuentos de levaduras en
ambas condiciones (p value de 0,343 para los individuos no hiposialicos y de 0,799

en individuos con hiposialia) (tabla 12).
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Tabla 12. Estatus de portacion de levaduras del género Candida en medio AST y CRM

después de utilizar los sustitutos salivales en individuos con o sin hiposialia
UFC/mI AST UFC/m| CRM

Antes ‘ IS ‘ Antes ‘Después

Condicion Prom Prom p value Prom Prom p value
(rango) (rango) (rango) (rango)

No 6.386 6.488 6.151 5.132
0,307 0,343

APEEEN  (0-40.500) (0-83.700) (0-66.780 (0-57.400)

L 64.271 114.766 72.315 95.638
Hiposialia 0,041 0,799
(0-861.500) | (0- 1.002.450) (0-780.000) | (0-604.000)

Prom = promedio

6.2.5 Efecto del sustituto salival convencional y experimental en el estatus
de portacion de levaduras del género Candida en medio AST en

individuos con o sin hiposialia.

La tabla 13 muestra el efecto de ambos sustitutos salivales sobre el estatus de
portacion de levaduras en los participantes no hiposialicos del estudio. Se observé
que luego del uso del SC los individuos presentaron un aumento significativo del
estatus de portacion de levaduras del género Candida con un p value de 0.006,
aumentando el promedio de 4.889 (rango 0 — 29.290) a 8.538 (rango 0 - 83.700)
UFC/ml luego del uso de este sustituto.

El andlisis estadistico indica que el uso del SE generd una disminucion del recuento
de colonias en los individuos no hiposialicos, con valores promedio de 7.884 (rango 0
- 40.500) antes y de 4.439 (rango 0 - 31.780) UFC/ml después del uso de este
sustituto salival. Esta disminucion en el recuento de UFC/ml no fue estadisticamente
significativa (p value =0,217) (tabla 13).

Similar fue la situaciébn para los individuos hiposialicos con el uso de ambos
sustitutos; en donde al usar el SC se presentd un aumento en la portacién de

levaduras, cuyos promedios variaron de 39.960 (rango O - 186.700) a 164.028
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(rango 0 - 1.002.450) UFC/ml, variacion que resultdé ser estadisticamente
significativa con un p value de 0,001. Para estos mismos individuos cuando usaron
el SE, el andlisis estadistico indica que no hubo diferencia significativa en el recuento
de levaduras antes y después de usar el producto (p value =0,672), a pesar de que
se observo una disminucion del promedio de 88.583 a 65.506 UFC/m (tabla 14).

Tabla 13. Efecto de los sustitutos salivales en el estatus de portacion en los individuos no
hiposialicos en medio AST.

No Hiposialicos

Sustituto UFC/ml Antes UFC/mI| Después
— T T - - p value
Promedio | Mediana Rango Promedio Mediana Rango
SC 4.889 940 0-29.290 8.538 1.143 0-83.700 0,0067
SE 7.884 1.560 0-40.500 4.439 708 0-31.780 0,2178

SC: Sustituto Convencional, SE: Sustituto Experimental.

Tabla 14. Efecto de los sustitutos salivales en el estatus de portacién en los individuos con

condicién de hiposialia en medio AST.

Hiposialicos

Sustituto UFC/m| Antes | UFC/ml Después
Promedio | Mediana Rango  Promedio Mediana Rango p value
SC 39.960 1.420 0-186.700 164.028 8.200 0-1.002.450 0,0014
SE 88.583 8.470 0-861.500 65.506 1.100 0-687.000 0,6725

SC: Sustituto Convencional, SE: Sustituto Experimental.

6.2.6 Efecto de los sustitutos salivales en el estatus de portacion de
levaduras del género Candida en medio CRM en individuos con y sin
hiposialia.

En medio CRM, para los individuos no hiposialicos, el uso del SC no generé una
variacion de los recuentos de levaduras del género Candida. Se presentd un
promedio de UFC/ml de 6.449 (rango 0 - 66.780) antes y de 6.775 (rango 0-57.400)

UFC/ml después de ser utilizado el sustituto. Al usar el SE, disminuyé el promedio
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de 5.755 (rango 0-24.100) a 4.893 (rango 0-14.310) UFC/ml, sin diferencias
estadisticas entre estos valores (p value = 0,2467) (tabla 15).

Por dltimo, el analisis estadistico indica que hubo diferencia significativa en la
portacion de levaduras del género Candida en individuos hiposialicos que usaron el
SC (p value = 0,0238) experimentando una variacion en el promedio de 73.853
(rango 0 -780.000) a 107.526 (rango de 0 - 546.000) UFC/mI. Con respecto al SE, el
promedio inicial antes de usarse fue de 70.777 UFC/ml (rango O - 502.000) y de
83.750 UFC/ml (rango 0 - 604.000) después, siendo esta variacién no significativa (p
value = 0,304) (tabla 16).

Tabla 15. Efecto de los sustitutos salivales en el estatus de portacion (UFC/ml) en los

individuos no hiposidlicos en medio CRM.

No Hiposialicos

Sustituto UFC/ml Antes UFC/ml Después
R . T T pvalue
Promedio | Mediana Rango Promedio, Mediana Rango
SC 6.449 418 0-66.780 6.775 743 0-57.400 0,5378
SE 5.755 783 0-24.100 4.893 633 0-14.310 0,2467

SC: Sustituto Convencional, SE: Sustituto Experimental

Tabla 16. Efecto de los sustitutos salivales en el estatus de portacion (UFC/ml) en los

individuos con condicién de hiposialia en medio CRM.

Hiposialicos
Sustituto UFC/ml Antes | UFC/mI| Después
Promedio \ Mediana \ Rango \ Promedio  Mediana Rango
SC 73.853 1.545 0-780.000 107.526 6.100 0-546.000 0,0238
SE 70.777 8.980 0-502.000 83.750 1.900 0-604.000 0,3043

SC: Sustituto Convencional, SE: Sustituto Experimental.
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6.2.7 Cantidad y porcentaje de individuos hiposialicos y no hiposialicos que
aumentaron o disminuyeron el estatus de portacion de levaduras del

género Candida en medio AST.

Al analizar la frecuencia de individuos hiposialicos que aumentaron o disminuyeron

la cantidad de UFC/ml de levaduras del género Candida, se pudo observar que el
comportamiento  después de ambos sustitutos salivales es estadisticamente
significativo (p value =0,009). Asi, al usar el SC se puede apreciar que 16 (84,21%)
de 19 individuos hiposidlicos aumentan sus recuentos y so6lo 3 (15,78%) lo
disminuyen y que 11 (57,89 %) de 19 individuos no hiposidlicos bajan sus recuentos
al usar el SE y lo aumentan solo 8 (42,10%).
Similar es la tendencia en los individuos no hiposidlicos, los cuales al usar el SC
aumentaron su portacion de levaduras del género Candida en 15 (75%) de 20
individuos y bajaron soélo 5. Para el SE, 11 (55%) individuos no hiposialicos de 20
bajaron su recuento y 9 (45%) lo aumentaron. Sin embargo. La diferencia entre los
individuos que suben y bajan sus recuentos no alcanzo a ser significativa con un p
value de 0,053 (Tabla 17).

Tabla 17. Cantidad y porcentaje de individuos hiposialicos y no hiposialicos que aumentaron

o disminuyeron el estatus de portacion de levaduras del género Candida en medio AST.

Hiposidlicos* No hiposialicos*
Sustituto Baja Sube Baja Sube
%  n % %
SC 3 15,78 16 84,21 5 25 15 75
SE 11 57,89 8 42,10 11 55 9 45

* p value= 0,009 para individuos hiposialicos y 0,053 en individuos no hiposidlicos.
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6.3 Identificacion presuntivay variabilidad de especies del género Candida.

6.3.1 Frecuencia de aislacién de las distintas especies presuntivas segun
color de colonia en los individuos de la muestra antes y después de
usar los sustitutos salivales en medio CRM.

En la tabla 18 se puede observar que las colonias de color verde (C. albicans)
fueron las de mayor frecuencia de aislacion, presentes en 31 (79,48%) individuos
antes de usar el SC y en 33 (84,61%) después de usarlo. De un modo similar con
el SE, se aisl6 en 32 (82,05%) de los individuos antes de que usaran este
sustituto y en 34 (87,17%) después de su uso.

Las colonias de color moradas (C. glabrata) fueron las segundas en frecuencia de
aislacion en 10 (25,64%) individuos antes y 11(28,20%) después de usar el SC.
En 13 (33,33%) de los individuos se aislaron estas colonias antes de usar el SE y
en 11 (28,20%) después.

Las colonias de color blanco (C. parapsilosis) presentaron una menor frecuencia
de aislacion. Antes de usar el SC se aislé en 20,51 (n=8) de los individuos y en
2,56% (n=3) después de su uso. Sin embargo antes y después de usar el SE no
hubo diferencia en los nameros de individuos (n=3; 7,69%) que presentaron
colonias de este color.

En cuanto a las colonias de color rosadas, se mantuvo la frecuencia de aislacion
con un 7,69% (n=3) antes y después de utilizar los sustitutos salivales. Y por
altimo, la presencia de colonias de color verde oscuro (C. dubliniensis) fueron
aisladas en 2 (5,12%) individuos antes y después de usar el SC. Antes de usar el
SE, se aislaron en 3 (7,69%) individuos y después de usarlo en 1 (2,56%)

individuo (Figura 5).
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Figura 5: Representacion de colonias del género Candida en medio CR

Fuente: Muestras del estudio, Laboratorio de bioguimica.

A) Colonias de color verde oscuro compatible con C. dubliniensis. B) Colonias de color morado
compatibles con C. glabrata. C) Colonias de color verde compatibles con C. albicans. D) Colonias
de color blanco compatibles con C. parapsilosis. E) Colonias de color rosado compatible con C.

krusei.

Tabla 18: Frecuencia de aislacion de especies presuntivas segun color antes y después

de usar los sustitutos salivales en medio CRM.

Color Colonia Antes Después Antes Después
% )
Rosado

Verde

Blanco

Morado

Verde oscuro
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6.3.2 Recuento UFC/ml de color rosado (C. krusei) en medio CRM.

Al usar el SC no se identific6 un aumento significativo en el recuento de UFC/ml
rosadas en medio CRM (p value= 0.083). El promedio antes del SC fue de 1,35
UFC/ml (rango 0 - 50) y después se observo un promedio de 90,66 UFC/ml (rango O
- 2.180). Antes de usar el SE se observo un promedio de 99,36 (rango 0 - 1.710) y
un promedio de 19,02 (rango 0 - 655) después de ser utilizado; disminucion que no

fue estadisticamente significativa. (p value = 0,298) (Tabla 19).

Tabla 19. Recuento UFC/mI de color rosado (C. krusei) correspondiente a en medio CRM.

UFC/ml Antes de usar producto ‘ UFC/ml| Después de usar producto

Sustituto | Promedio Mediana Rango ‘ Promedio Mediana Rango p value
1,35 0 0-50 90,66 15 0-2.180 0,083

SC

- 99,36 0 0-1.710 19,02 6 0-655 0,298

SC: Sustituto Convencional, SE: Sustituto Experimental.

6.3.3 Recuento UFC/ml de color verde (C. albicans) en medio CRM.

En la tabla 20 se detalla el aumento significativo (p value = 0, 0387) de UFC/ml de
color verde en los individuos al utilizar el SC, obteniéndose valores promedio de
14.079 (rango 0- 179.400) antes y de 26.801 UFC/ml (rango 0 — 223.860) después
de usar el producto. Al usar el SE se observé un cambio no significativo (p value =
0,316) del promedio, desde 22.581 (rango 0 — 451.800) a 24.000 UFC/mI (rango O -

453.000) después de gue los individuos lo usaron.
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Tabla 20. Recuento UFC/mI de color verde (C. albicans) en medio CRM.

UFC/ml Antes de usar producto ‘ UFC/ml Después de usar producto

Sustituto | Promedio | Mediana Rango ‘ Promedio Mediana Rango p value
SC 14.079 340 0-179.400 26.801 1.410 0-223.860 0,0387
SE 22.581 1.985 0-451.800 24.000 675 0 —453.000 0,316

SC: Sustituto Convencional, SE: Sustituto Experimental

6.3.4 Recuento UFC/ml de color verde oscuro (C. dubliniensis) en medio
CRM.

Al usar el SC se observé que hubo una disminucion no significativa (p value =
0,9853) en el recuento de UFC/ml de color verde oscuro, variando su promedio de
8.982 (rango 0 — 343.200) a 4.152 UFC (rango 0 — 140.100).

Cuando los individuos usaron el SE, hubo una diferencia no significativa en el
recuento después de usar el producto (p value = 0,985), aumentando su promedio
de 747 (rango 0 — 24.794) a 1.597 UFC/ml (rango 0O - 62.300) (tabla 21).

Tabla 21. Recuento UFC/ml de color verde oscuro (C. dubliniensis) en medio CRM.

UFC/ml Antes de usar producto ‘ UFC/ml Después de usar producto

Sustituto  Promedio Mediana Rango ‘ Promedio ‘ Mediana Rango p value
sC 8.982 0 0 - 343.200 4.152 0 0-140.100 0,9853
- 747 0 0-24.794 1.597 0 0 -62.300 0,9850

SC: Sustituto Convencional, SE: Sustituto Experimental.
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6.3.5 Recuento UFC/mI de color morado (C. glabrata) en medio CRM.

El UFC/mI de color morado en medio CRM después de usar el SC aumentd de
manera no significativa (p value = 0,058), variando su promedio de 11.770 a 26.952
UFC/m.

Cuando los individuos usaron el SE, no hubo variacion significativa en el recuento de
levaduras después usar el producto (p value = 0,7950) variando el promedio desde
16.550 a 17.729 UFC/ml (tabla 22).

Tabla 22. Recuento UFC/mI de color morado (C. glabrata) en medio CRM.

UFC/mI| Antes de usar producto ‘ UFC/m| Después de usar producto
Sustituto | Promedio | Mediana ‘ Rango ‘ Promedio Mediana Rango p value

11.770 0 0_181.800 | 26.952 0 0-300.300 | 0,0588

16.550 0 0-280.350 17.729 0 0-281.400 0,7950

SC: Sustituto Convencional, SE: Sustituto Experimental.

6.3.6 Recuento UFC/ml de color blanco (C. parapsilosis) en medio CRM.

El promedio de UFC/mI de levaduras de color blanco en medio CRM antes de usar
el SE fue de 144 (con rango de 0 a 4.820), después de usarse se observé una
disminucién del recuento no significativo (p value= 0,637) con un promedio de 85
UFC/ml (rango 0 - 3.190).

Lo mismo ocurrié para la SC, la disminucién de la portacion de levaduras fue de un
promedio de 6.593 UFC/ml (rango O - 241.800) a un promedio de so6lo 9 UFC/mi
(rango O - 356). Sin embargo, esta disminucion en el recuento de UFC/ml no fue

estadisticamente significativa (p value =0,623) (tabla 23).
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Tabla 23. Recuento UFC/mI de color blanco (C. parapsilosis) en medio CRM.

UFC/ml Antes de usar producto

UFC/ml Después de usar producto

Sustituto | Promedio ‘ Mediana Rango Promedio Mediana Rango p value
6.593 0 0 — 241.800 9 0 0-356 0,0623
SC
SE 144 0 0-4.820 85 0 0-3.190 0,6371

SC: Sustituto Convencional, SE: Sustituto Experimental.
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7 Discusion

El desarrollo del presente estudio permiti6 determinar que el estatus de portacion
de levaduras del género Candida en individuos xerostémicos se mantiene sin
variaciones significativas después de utilizar el sustituto salival en base a manzanilla
(Matricaria chamomilla) y semillas de linaza (Linum usitatissimum) (tablas 9 y 10).
En contraste, el sustituto convencional produce un aumento significativo del estatus
de portaciéon de estas levaduras del género Candida en estos individuos (tablas 9 y
10). De este modo, el sustituto convencional en base a metilcelulosa y glicerina,

tendria un efecto que favoreceria el desarrollo de levaduras.

Probablemente, la presencia del extracto de manzanilla en el sustituto experimental
produzca una detencion del crecimiento de levaduras. Existe evidencia de la
manzanilla y sus efectos en levaduras. Un estudio realizado por Kedzia en el afio
1991, afirma que los compuestos aislados del aceite esencial de la Matricaria
chamomilla: flavonoides y a - bisabolol tienen efecto antifungico sobre el
crecimiento de Candida albicans. Aggag y Youssef (1972) en su estudio afirman
que el aceite de la manzanilla en determinadas concentraciones muestra una

marcada actividad antifangica contra Candida albicans.

Por otro lado, el sustituto convencional en base a metilcelulosa produjo un aumento
en el recuento de levaduras. Un estudio in vitro de Cheng (1991) sugiere que la
adicion de metilcelulosa en sustratos solubles no afecta el crecimiento fangico. Por lo
anterior, es necesario realizar estudios in vivo para poder correlacionar con estudios
realizados en laboratorio y asi determinar el efecto de este compuesto y su
interaccion con la microbiota oral y otros factores como por ejemplo el pH. Sin
embargo, sugerimos que la metilcelulosa al tener propiedad de formar geles en
presencia de agua y mediante su capacidad adhesiva (Acofarma), podria formar una

capa sobre la mucosa oral. Esta pudiese servir como sustrato para el crecimiento de
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microorganismos como Candida, lo que se veria favorecido por la alteracion y/o

disminucion de la produccion salival y sus elementos protectores.

En nuestro estudio determinamos recuentos de levaduras en 2 medios de cultivos
diferentes, a saber AST y CRM. El efecto de aumento del estatus de portacion de
levaduras del género Candida producido por el sustituto convencional fue mas
evidente en el medio AST que en el medio CRM, probablemente debido a que este
daltimo tiene la funcion principal de permitir la identificacion rapida y presuntiva de
levaduras de este género. EI medio CRM presenta sustratos colorimétricos
sintéticos que cambian a cromdgenos por enzimas propias de distintas especies
de levaduras del género Candida (Kamikawa y cols., 2014). Evidencia empirica
obtenida en nuestro laboratorio, indica que es posible recuperar mayor niumero de

colonias de levaduras en medio AST que en CRM.

En la literatura se describe que la condicién de xerostomia se asocia con varios
trastornos en la funcién e hiposalivacion presente en un 50% (Diaz y cols., 2008), lo
cual coincide con la muestra analizada en nuestro estudio en donde el 48,7 % de los
participantes presentd disminucion del flujo salival. Estos individuos hiposiélicos
ademas, presentaron mayor recuento inicial de levaduras (Tabla 14 y 16).
Resultados que coinciden con los de Shinozaki y cols. (2014) en donde incluso se
establece una relacion inversa entre la velocidad de flujo salival y el recuento de
levaduras del género Candida. Estudios avalan que la Candidiasis oral se hace mas
invasiva y mas persistente si la secrecion salival disminuye, ya que la saliva contiene
proteinas como lisozimas, lactoferrinas, peroxidasas, histidinas y anticuerpos
especificos que retardan el crecimiento de bacterias y levaduras (Akpan y Morgan,
2014; Budtz-Jorgensen, 2000).

Al observar por separado el efecto producido por cada sustituto salival en el recuento

de levaduras de individuos hiposialicos y no hiposialicos, se evidencié que el
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sustituto convencional produjo un aumento significativo del estatus de portacion de
levaduras del género Candida en medio AST, tanto en los individuos hiposialicos
como en los no hiposialicos (p value=0,0014 y p value=0,0067 respectivamente). A
diferencia de éste, el sustituto experimental no produjo variacion del estatus de
portacion en ninguno de los voluntarios (tabla 13 y 14). Esta tendencia se observé
también al analizar la frecuencia de individuos que aumentan o disminuyen su
recuento de levaduras al usar alguno de los dos sustitutos. El sustituto convencional
produjo aumento del recuento de levaduras en mayor numero de individuos
hiposialicos y no hiposialicos que el experimental, lo que sugiere nuevamente algun

efecto por parte de ambos sustitutos en la portacion de estas levaduras (Tabla 17).

La sensacion de boca seca (xerostomia) junto a la sequedad en otras mucosas se
puede presentar con gran frecuencia en la poblacion general, pero es en el estrato
de mayores de 60 afios donde aparece con mayor incidencia, especialmente
debido a una mayor frecuencia de enfermedades sistémicas y a un mayor
consumo de medicamentos hiposalivantes. Consistentemente con lo anterior, la
muestra de nuestro estudio se compuso mayoritariamente de mujeres adultas
mayores afectadas por patologias cronicas no transmisibles como diabetes,
hipertension, depresion y enfermedades autoinmunes, que por Sus procesos
fisiopatoldgicos provocan alteracion de las glandulas salivales y/o requieren el
consumo de farmacos que como efecto colateral alteran la produccion salival
(Silvestre- Donat y cols., 2004). Adicionalmente, se sefiala que el humo del tabaco
puede alterar la mucosa oral al modificar el pH y afectar el potencial de oxido-
reduccion, lo que facilitaria la colonizacién por Candida albicans, aunque en nuestro

estudio solo 5 individuos presentaban habito tabaquico (Jaimes, 2008).

Entre las especies observadas en este trabajo, mediante identificacién presuntiva,
se evidencio que C. albicans fue la especie aislada con mayor frecuencia (tabla

18). C. albicans tiene la capacidad de secretar distintas proteinasas y en niveles
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mucho mas altos que C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata. Ademas posee
mayor capacidad de secrecion de fosfolipasas, lo que le confiere un alto grado de
virulencia y resistencia a la respuesta inmune del hospedero, lo que podria
explicar su mayor frecuencia en los voluntarios del estudio (Jaimes y cols., 2008;
Budtz-Jorgensen, 2000). Siendo Candida albicans el patégeno principal de
candidiasis oral, es relevante el hecho que el sustituto convencional aumente su
recuento de manera significativa en voluntarios xerostomicos, pues el clearence
microbiano se encuentra disminuido en los individuos hiposialicos (tabla 20) (Dawes,
2004). De acuerdo a la identificacion presuntiva, la segunda especie con mayor
presencia correspondié a Candida glabrata. Un estudio in vitro realizado en epitelio
establece que ésta especie de Candida, en presencia de C. albicans, mejora su
colonizacion, invasividad, y potencial de dafio tisular (Silva y cols. 2011). Es probable
gue en nuestro estudio, el alto porcentaje de Candida albicans haya favorecido la
presencia de C. glabrata. En menor porcentaje se encontraron las especies de color
verde oscuro, blanco y rosadas, que corresponderian a C. dubliniensis, C.
parapsilosis, C. krusei respectivamente. Para las otras especies de Candida
identificadas presuntivamente, el cambio en la variabilidad de especie en medio
CRM no fue significativa al usar ambos sustitutos salivales, lo que pudiese estar
relacionado con el hecho de que éstas se encuentran en menor porcentaje en la

cavidad oral o que se encuentran presentes en menor frecuencia en la muestra.

En la muestra de individuos participantes de este estudio no se observé desarrollo
de colonias de color azul metalico, situacion que contrasta con los resultados
reportados por Baradkar y Kumar (2009) en donde 5% de los individuos present6

desarrollo de Candida tropicalis.

A pesar de que la identificacion de levaduras del género Candida en medio
CHROMagar es sensible, especifica, facil y rapida (Jaimes y cols., 2008), sélo

permite la identificacion de 3 especies con un 99 % seguridad (CHROMagar™


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baradkar%20VP%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumar%20S%5Bauth%5D
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Candida; Odds y Bernaerts, 1994) Por esta razén, cémo métodos adicionales de
identificacion de especies se sugiere el uso de PCR (reaccion en cadena de
polimerasa) y el analisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
(Shinozaki y cols., 2012).

Nuestro estudio deja en evidencia la importancia de evaluar los efectos adversos
de los sustitutos salivales en poblaciones de individuos xerostomicos, puesto que
pueden elevar el estatus de portacion de levaduras en individuos susceptibles,
aumentando el riesgo de Candidiasis. El sustituto salival en base a manzanilla y
linaza no present6 el efecto anterior descrito, por lo que presenta una ventaja
frente al Unico producto disponible en el mercado nacional. Se requiere de
investigaciones adicionales sobre el efecto de la manzanilla y linaza y sus
mecanismos de accion sobre levaduras del género Candida; de modo de generar
mayor evidencia sobre la interaccibn de estos productos naturales con la
microbiota oral. Evidencia que seria fundamental para la toma de decisiones en el
tratamiento paliativo de la sequedad bucal de los pacientes xerostémicos, que

permita efectivamente mejorar su calidad de vida.
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8 Conclusiones

- El sustito convencional aumentd los recuentos de levaduras del género
Candida en medio AST y CRM de manera significativa en todos los individuos

xerostomicos

- El sustituto experimental no generd variaciones significativas en la portacion
de levaduras del género Candida, tanto en medio AST como CRM, en los

individuos xerostomicos del estudio.

- De los individuos participantes en el estudio, un 48,7% presentd hiposialia.
Estos Udltimos presentaron mayor recuento inicial de levaduras del género

Candida versus los individuos sin esta condicion.

- Tanto en los individuos hiposialicos como no hiposidlicos, el recuento de
levaduras del género Candida en medio AST aument6 de manera significativa

luego de usar el sustituto convencional.

- El uso de sustituto experimental no generd variaciones significativas en el
recuento de levaduras del género Candida en medio AST en individuos

hiposialicos y sin esta condicion.

- De acuerdo a la identificacion presuntiva de levaduras del género Candida
mediante medio CRM; la especie aislada con mayor frecuencia fue C.

albicans seguida de C. glabrata.
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10 Anexos.

10.1 Anexo 1: Encuesta de Xerostomia (Fox, Busch y Baum, 1987).

Encuesta de Xerostomia (Fox, Busch y Baum, 1987)

Conteste las siguientes preguntas:

Si

No

¢ Siente la boca seca usualmente?

¢ Siente la saliva espesa?

¢ Tiene sensacion de ardor en la lengua?

¢ Necesita tomar liquidos para tragar la comida?

¢ Tiene dificultades para tragar?
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10.2 Anexo 2: Consentimiento informado.

' FACLLTAD DE OOONPOLOGES "
DESARTAMENTS CIENCIAS BASICAS v COMUKITARLES F [:| [ '| | E
dpgs D8 eOQUERICA, )
LABORATORIO DE BIOQUEMTCA ¥ BIOLOGEA ORAL e e L A T

OO TOL L4

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTD INFORMADD PARA
PARTICIPACION EN PREOYECTO DE INVESTIGACION

Esta acta de consentimiento tieme como fin enfregar a Ud. toda la informacion
necesaria y explicitar los compromisos suyos, como paciente y el de los
investigadores, para que su participacion en este estudio sea libre, informada v
wolurtaria.

INSTITUCION PATROCINANTE: Fendo Macional de Investigacion y desarrolio en
Salud (FOMIS), Programa de CONICYT, Gobierno de Chile.

TITULO DEL ESTUDIO: "ENSAYO CLINICO ALEATORIZADO PARA EVALUAR LA
EFICACIA DE UM SUSTITUTO IALMAL CASERO, EN BASE A MANZAMILLA
(Matricara chamomillz] ¥ SEMILLAS DE ACEITE DE LINAZA (Linwm usi#abssimurm],
EMN EL ALIVIO DE LA SENSACION DE BOCA SECA DE DISTINTO ORIGEN".

QBJETIVD DEL ESTUDIO: El principal objetive de este estudio es detenminar la
eficacia de un swstitute salival casers en base a manzanilla (Madricana chamomiila) y
semilas de aceite de linaza (Linwm usifafizsimum), en el alivio de la sensacion de boca
saca de cualquier origen en individuss adultos mayores.

MODALIDAD DE PARTICIPACION DE LOS VOLUNTARIOS. Los sujetos
seleccionados  participaran en un ensayo clinico  aleatorizado, cruzado, con
blanqueamiento y con modalidad de anslisis por intencitn de tratar. Se les realizard un
examen clinico infra y extracral por parte de Ciujanos-Dentistas calibrados.
Posteriorments, seran seleccionados mediante & uso de una encuesta validada para
xerostomia (Encuesta de Fox) v separados en dos grupos de tratamiento [aguellos
ratados con el sustituto salval convencional y los ndividuos tratados con el sustitituto
salival casero). No se incluiran personas analfabetas. El estudio dwrara 14 semanas
en total, que incluiran 2 semanas de fase de blangueamiento. Los paricipantes del
estudio deberan contestar dos encuestas; wna encuesta pfEVia ¥ una encuest
posterior, con cada sustituto. Los swstitutos salivales seran entregados por los
investigadores y kos gastos de traslado seran por cuenta del proyecto. Duranie el
ensayo cinico, los parficipantes deberan enfregar muestras de saliva para medir el
flujp salval. A los individuos no seleccionados para participar en el ensayo s les
informara del estado de su salud bucal y en caso de ser necesano se les onentara
sobre como proceder para su posterior atencion v fratamiento. ARkl D

A continuacion usted declara que: - '-I.'-_I'-' TE

1. Al fimar este documento. vohmtariamente doy mi consentimiento para pag
una westigacion cuyo profesional respensable es la Dra. Irens Morales  §oqueg
realizade conjuntamente por ka Facultad de Odeniologia de la Universidad de Chitg,
la Unidad Dental del Centro de Referencia de Salud de Pefalolén Cordillera Oriente
y el Fondo Nacional para la Investigacion y Desamollo en Sakud (FONIS).
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. Estoy en conocimiento que esta investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto

de un sustiuio salival casero, sobre la sensacion de boca seca de indwiduos
afectados con dicha condicion.

. Comprendo que se me realzaran tres entrevistas en que S me preguntaran

antecedentes personales, antecedentes médicos, v opiniones. Ademas comprendo
gue se me realizard un examen clinico bucal y toma de muesira de saliva por parte
de un Cingano-Dentista al gue sutorizo expresamente para realzar dicho
procedimiento.

. Estoy en conocimisnts de que por el hecho de participar en esta investigacion,

tendré que usar un producto bucal en forma diarfa durante seis semanas, tiempo
posterior al cual =& me volvera a realizar una entrevista. Entiendo que despuss de 2
semanas, tendré que usar otro producto en forma diaria por seis semanas, tiempo
posterior al cual s& me volvera a realizar una entrevista.

. Sé que ninguno de kos procedimientos mencionados (examen dinico, entrevista y

uso del producto bucal) tendra costo para mi persona.

. Declaro que mi participacion en este estudio es libre ¥ woluntaria, pudiendo incluso

dejar de participar en él cuando lo desee. Sé que la informacion obtenida de mi
persona sera manejada de manera absolutamente confidencial, y Unicamente
ufilizada para fines de investigacion sin fines de lucro. Entiendo que mi nombre y
mis datos personales no seran jamas identificados plblicaments.

. Por mi condicion de woluntaric, entiendo que no recibiré ningin pago de dinero y

que mi participacion en este estudic no obliga de manera alguna a los
investigadores a hacerse cargo en forma gratuita del tratamiento de posibles
enfermedades bucales. Enriendo si, que s2 me entregara el dimero necesario para
los gastos de movlizacion asocizdos al estudio.

. Entiendo si, que por el hecho de participar en & estudio, tengo derecho a que se

me informe sobre los resultados de los examenss que se me realicen v a realizar
cualquier tipo de preguntas relacionadas con dudas que me surjan acerca de la
investigacion antes, durante y desples del ensayo.

. Comprendo que los beneficios para mi persona por el hecho de participar en esta

investigacion seran: 1) tener informacidn de mi estado de salud bucal y de posibles
infecciones bucales 2) que wsar el products bucal podria ayudar 3 tener mi boca
en mejores condiciones de sakud.

. Me han informado que, 2l uso del producte bucal podria eventualments provocar

reacciones no deseables que en general son de muy baja ccurrencia, tales como
alteracion del gusto (sabor de los alimentos), imitacion, ardor y reaccion aléngica.
En tal casc DEBQ SUSPEMDER SU USO y comunicarme con e equipo
investigador ko antes posible, quienes obligatoriamente realizaran el diagnastico y
tratamiente de esas molestias con cargo al Equipo de |nvE51Jgad|:anE de la
Facultad de Odontologia. -

el estudic, la -::-mpensacm de estos dafos estara a cargd
investigadores de la Facultad de Odontologia.
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12

13

14.

15.

Entiendo que si el producto en estudio resulta eficaz en aliviarme los sintomas de
boca seca, la informacion de su preparacion v uso estara disponible en los Centros
de Atencion Primaria del Senvicio de Salud.

Si necesito cualguier aclaracion o informacion adicional sobre esta investigacion y
de mi participacion en &l, debo dirigimme a la Dra. Irene Morales  al teléfono
g7E1704 o al Dr. Gonzalo Rojas al telefono 8781311,

Entiendo que si ocurriese cualquisr evento fortuito o inesperado, relacionade o no
con el estudio, debo comunicaro al Médico del Equipo de mwestigadores Dr. José
Manuel Manriguez, al teléfono 8721775 o al 9781712

Para cualguier aclaracion sobre mis derechos como wvoluntario para esta
investigacion, puedo tomar contacto con el Presidente del Comité de Etica de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, Profesor Dr. Juan Cortés
Araya. Direccion Sergio Livingstone Polhammer (exOlives) 343, Independencia.
Telefono: 8781702

Fecha de aplicacion:

Mombre del Voluntano Firma
Participante n el Estudio

FOMO: RUT:

Mombre del Investigadar que toma 2 Fima

Consentmients Informado

Mombre del Investigador Fimma
Responsable del Proyecto




10.3 Anexo 3: Encuesta previa.
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Encuesta Previa: Antes de usar el sustituto salival

Codigo:

Fecha: Ne frasco

Conteste las siguientes preguntas evaluando de 1 a 10, siendo 1 el valor mas bajo y 10 el mas alto.

1 2 3|4

6

8

9

10

¢Cuan seca siente su boca?

¢Cudn espesa siente la saliva?

éCuanto ardor siente en la lengua?

¢Cudnta necesidad siente de tomar liquidos
para tragar la comida?

¢Cuanta dificultad tiene para tragar?




