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INTRODUCCION

Las enfermedades de la boca méas importantes, como la caries, enfermedad
periodontal, periodontitis apical, abscesos periapicales, son ahora sustentadas
con el desarrollo de técnicas de Biologia Molecular. Se considera que la
cavidad oral del ser humano es el nicho ecoldgico con mayor diversidad
conocido hasta ahora. En el afio 2001 se estimaba que existian 500 especies
de microorganismos en la cavidad oral, hoy se calcula que serian unas 700 las
que la habitan. El conocimiento de la flora microbiana oral se habia realizado
por medio del cultivo de identificacion bioquimica o cromatografica de las

especies aisladas.

Las especies que podian crecer en medios de enriquecimiento selectivos se
han cultivado. Pero no se podia conocer todas aquellas especies que no

pueden crecer en ellos y de las que se ignoraba sus necesidades nutritivas.

La cooperacion metabodlica entre bacterias puede ser importante para el
establecimiento de comunidades de biofilm bucal. La coagregacion bacteriana
es un tipo de reconocimiento entre célula y célula y ésta puede ayudar a que
las redes de alimentacion puedan ser mejoradas. La importancia que tiene el
biofilm bucal como comunidades bacterianas protegidas por una biopelicula de
exopolisacéridos, les permite tener un mecanismo de adaptacion, crecimiento y

desarrollo.

El biofilm tiene propiedades como la heterogeneidad y fenotipos de las

bacterias que crecen en el mismo, por lo que son mas resistentes frente a



diversos antimicrobianos, manteniendo dicha caracteristica incluso cuando se
desprenden del biofilm.

También cuenta con un sistema que le permite comunicarse por medio de
seflales quimicas llamadas quérum — sensing, mecanismo intercelular
bacteriano de comunicacion para la expresion de los genes que controlan su

crecimiento.

Estas propiedades le permiten tener ventajas como proteccion a agresiones
externas y mayor resistencia frente a los antimicrobianos. Esta Ultima
sustentada en que las bacterias activan genes que les proporcionan mayor

resistencia.

En afos recientes, los investigadores han empezado a ver la placa como
biofilm. Es decir el biofilm bucal comprende organizaciones microbianas

adheridas a una superficie dental envueltas en una matriz de exopolisacaridos.

Este cambio en la manera en que la placa es vista como un biofilm ha permitido
que ésta tenga implicaciones importantes para los futuros esfuerzos en su

prevencion y tratamiento.



1. DEFINICION DEL BIOFILM BUCAL

La forma natural de crecimiento de las bacterias es el biofiim. (1). Costerton
definio el biofilm como una comunidad de bacterias adheridas a una superficie
sélida e inmersa en un medio liquido, caracterizada por bacterias que se hallan
unidas a un substrato o0 superficie, 0 unas a otras, que se encuentran
embebidas en una matriz extracelular producida por ellas mismas y que
muestran un fenotipo alterado en cuanto al grado de multiplicacion celular o a

la expresion de sus genes.

Se define como comunidades de microorganismos que crecen embebidos en

una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una superficie dental. (2)

El biofilm comprende a organizaciones microbianas compuestas por
microorganismos que se adhieren a las superficies gracias a la secrecion de

exopolisacaridos.

Estas presentan caracteristicas como heterogeneidad, diversidad de
microambientes, resistencia a antimicrobianos y capacidad de comunicacion
intercelular que las convierte en complejos dificiles de erradicarse de los

ambientes donde se establecen. (3)



1.1 Estructura Bacteriana.

Desde el punto de vista estructural, la célula bacteriana esta constituida de una
membrana plasmatica que rodea su citoplasma y en torno de la cual se
encuentra una gruesa y rigida capa, la pared bacteriana. En el interior, ademas
del citoplasma encontramos membranas correspondientes al nucleo o
nucleoide e inclusiones, con (4) frecuencia de la superficie bacteriana salen

prolongaciones filamentosas, son los flagelos y las fimbrias (Fig.1)

Cromossoma

Pili

Ribossomas

Inclusion

~ Capa limosa

Plasmido Pared celular

> Membrana citoplasmatica

Fig. 1 Diagrama de una célula procariotica tipica (adoptado de Black, 1993)
Pared celular.

La composicion de la pared celular tiene que ser estudiada segun la reactividad
que la bacteria presenta a la coloracion de Gram. Este componente hace que el
mundo bacteriano se clasifique en dos grupos: bacterias Gram-positivas y

Gram-negativas.



Pared celular Gram-positiva.

Su estructura basica  esta constituida por un polimero denominado
péptidoglucano (Fig. 2), compuesto de unidades de naturaleza glucidica y
peptidica y correspondiendo del 40 al 80% del peso seco de la pared celular.

(Fig. 3).

Unign ——‘ Péplidoglucano
Polssacdiido .

Acido

O citoplasmatica

Membrana
Baceria Gram-positva Foslolfido

Fig. 2 | Fig. 3

Estrela. C, Ciencia Endoddntica adoptado de Black 1993

El péptidoglucano en funcion de su composicién quimica garantiza rigidez a la

pared celular y por lo tanto, protege las células del choque osmatico.

Hacen parte de esta estructura los acidos teicoicos compuestos por ribitol o

glicerolfosfato. Polisacéaridos y proteinas también estan presentes en la pared

celular.

Pared celular gram-negativa.
Es considerablemente mas compleja que la Gram-positiva. La capa del

péptidoglucano, que corresponde del 5 al 10% de esta pared, presenta la



estructura basica. Y esta localizada en el espacio periplasmico, area limitada
externamente por la membrana externa, e internamente por la membrana
citoplasmatica. En ese espacio también estan concentradas las enzimas
hidroliticas, denominadas genéricamente hidrolasas y proteinas de union, que

participan en mecanismos nutritivos de las células. (5)

La membrana externa, otro componente estructural de esta pared, en muchos
aspectos es semejante, a la membrana citoplasmaética, pero en relacion a ella,
posee un componente impar, el lipopolisacarido.

Estratégicamente esa estructura posee moléculas proteicas denominadas
purinas, que constituyen verdaderos conductos a través de los cuales se
garantiza la difusion de compuestos nutritivos simples, tales como azucares,
aminoacidos y algunos iones. Envolviendo el cuerpo bacteriano, la membrana
externa confiere, junto con el péptidoglucano, al cual esta unida por moléculas
de lipoproteina, integridad a la célula bacteriana.

El componente lipoproteico, caracteristico de la pared celular Gram-negativa,
se encuentra embebido en la membrana externa y covalentemente unido al
péptidoglucano; su principal funcion es estabilizar la membrana externa.
Localizado exclusivamente en la capa externa de la membrana se encuentra el
lipopolisacarido (LPS). ElI LPS esta compuesto por tres segmentos

covalentemente unidos: Lipido A, Centro y Antigeno O. (Fig. 4)




Fig.4 Estructura del lipopolisacarido

El lipido A esta embebido en la membrana externa y comprende un lipido
compuesto por unidades disacéaridas, acidos grasos saturados y grupos
fosfatos. El lipido A es la endotoxina de las bacterias Gram-negativas, siendo
liberada por la lisis de la célula también durante su crecimiento y
multiplicacion, expresando por consiguiente su potencial téxico e induciendo

complejas reacciones organicas.

El centro y el antigeno O son de naturaleza polisacarida. El primero esta
compuesto por pequefias cadenas de azlcar, cuya estructura es mas o menos
comun entre las bacterias Gram-negativas, mientras que el segundo
comprende largas cadenas sacdaridas siendo especificas de la especie

bacteriana considerada.

Muchas bacterias Gram-negativas contienen como parte estructural de sus

células una toxina denominada endotoxina o antigeno " O".

Las endotoxinas son complejos fosfolipidos-polisacaridos-proteicos estables
en calor. Son liberados de las células cuya integridad ha sido rota, aunque por
si mismas son resistentes a las enzimas proteoliticas. Las endotoxinas son
caracteristicamente menos téxicas y tienen una accion fisiolégica diferente a

las de las exotoxinas.



La actividad biolégica de la endotoxina se debe a la fraccion del
lipopolisacarido que puede separarse de la proteina y el fosfolipido del
complejo. La estructura del factor polisacarido del complejo es diferente para

cada endotoxina, y es el determinante antigénico “O”. (6)

Membrana citoplasmatica.

Subyacente a la pared celular, esta situada la membrana citoplasmatica que

desde el punto de vista estructural, es semejante a otros sistemas biolédgicos.

(Fig. 5)

Union
Polissacarido
Acido

/> teicéico
Péptidoglucano =

S Pared
] celular

e NG Membrana [ fif
citoplasmatica | [T

Bacteria Gram-positiva Fosfolipido

Péptidoglucano

Fig. 5 Membrana citoplasmatica

Estrela C. Ciencia Endoddntica (adoptado de Black 1993)

Esta constituida por fosfolipidos anfipaticos que se disponen en dos capas

adyacentes o sea forman una bicapa.

La membrana citoplasmatica desempefia funciones importantes, es la sede de

las reacciones basicas del metabolismo oxidante es responsable del control de



los constituyentes internos de la célula , controla los mecanismos de transporte
de nutrientes a través de sus estructuras limitriofes, exigentes o no de energia -
difusidon mediada por cargador, transporte unido a la fosforilacion y transporte
activo, concentra fundamentalmente intermediarios biosintéticos y esta
involucrada en la division celular. Los mesosomos, invaginaciones tipicas de la
membrana citoplasmatica de bacterias Gram-positivas, al aumentar su

superficie, potencializan el papel biologico de esta estructura.

Estructuras internas.

El citoplasma debe ser considerado como un gel, una sustancia semifluida,
compuesta aproximadamente por el 80% de agua y sustancias tales como
enzimas y otras proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos y una
variedad de iones inorganicos. Complejas reacciones quimicas, de naturaleza

catabdlica y anabdlica ocurren en el citoplasma.

De la misma forma en el citoplasma se identifican ribosomas y en muchas

bacterias, las denominadas inclusiones citoplasmaticas.

Los ribosomas son estructuras constituidas por cerca del 60% de &cido
ribonucleico (RNA) y el 40% de proteinas, siendo que algunos estan libres en el
citoplasma y otros asociados a la superficie interna de la membrana. Estas

estructuras representan el lugar de la sintesis proteica.



Ciertas sustancias tienen la propiedad de fijarse especificamente a esas
estructuras y asi interferir en la construccion de macromoléculas, fenémeno

que es la base de su potencial antimicrobiano.

Las inclusiones de modo general, son insolubles a medida que poseen
sustancias densamente condensadas. Su naturaleza quimica varia segun el
microorganismo considerado, pero asumen aqui mayor importancia aquellas

constituidas por polimeros de glucosa.

La propiedad de almacenamiento de esas sustancias ha sido observada en

varias bacterias aisladas de la placa dental y dentina cariada.

Estas inclusiones representan material nutritivo de reserva, aquellas a base de
glucosa van a garantizar la producciéon residual de &cido lactico, potente
agresor del tejido a partir de su catabolizacién en la ausencia de carbohidrato

exogeno.

Material genético.

La estructura procariética de la bacteria no soporta un verdadero nucleo. El
material nuclear, también denominado nucleoide esta compuesto basicamente

por acido desoxirribonucleico (DNA) pero posee algun RNA y proteinas



asociadas a él, el DNA constituye un cromosoma unico circular que concentra

toda la informacion genética de la célula.

Su estructura fue descrita por Watson y Crick y esa macromolécula constituye
una doble hélice, donde se identifican las bases nitrogenadas complementarias
entre si puricas (adenina y guanina) pirimidicas (timina y citosina), el azucar

desoxirribosa y residuos de fosfato. (Fig. 6 y Fig. 7)

®
& >
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Fig. 6 Fig.7

Modelo estructural del acido Estructura esquematizada de uno de
desoxirribonucleico (DNA) los lados de la escalera en la

molécula del DNA

Biologia Diversidad del mundo vivo y sus causas 1972






Caracteristicas principales del ADN.

Componentes: e Acido fosférico, desoxirribosa, adenina, guanina,
citosina y timina.

Funcion e Comanda todo el funcionamiento de la célula,
transmite la informacion genética a las otras
células.

Localizacion ¢ Nucleoide de las procariotes.

Forma e Heélice doble.

Algunas bacterias poseen paralelamente pequefias, y en su mayoria,
moléculas circulares de DNA que no son parte del cromosoma, llamadas de
plasmidos o DNA extracromosomico, que se replican independientemente del
cromosoma.

Los plasmidos han asumido una expresion preponderante en la biologia celular

a partir de sus genes, codificando las siguientes funciones principales.

1. Codifican determinantes ecoldgicos.
2. Determinan la sintesis de factores de patogenicidad.
3. Son responsables de la resistencia bacteriana a diferentes

antimicrobianos

4. Comandan la sintesis de proteinas que resultan en pili sexuales.

Endoespora.



En el mundo procariético, una célula origina una espora en el proceso de
esporulacion, y una espora da origen a una célula en la forma vegetativa
original, en el fendmeno denominado germinacion; este proceso es una
estrategia protectora a las condiciones estresantes y no un mecanismo de

reproduccion.

En el concepto actual la esporulacion constituye un medio por el cual aquellas
bacterias se preparan para la posibilidad de enfrentar condiciones nutritivas,
fisicas y/o quimicas adversas. La resistencia a esos factores ambientes esta
relacionada a su composicion quimica — pobreza en agua y riqueza en

dipicolinato de calcio —y a la complejidad de su estructura.

Estructura externa de la pared celular.

Glucocaliz, flagelos, pili o fimbrias, estructuras fibrilares.

Glucocaliz.

El glucocdliz es el material viscoso que envuelve externamente a la pared
celular y dependiendo de su espesor y / 0 organizacion, se denomina capsula
o capa limosa.

La cdpsula que envuelve individuamente a la célula bacteriana de naturaleza
principalmente polisacéarida, pero puede ser un polipéptido. La capa limosa es

un material extracelular mas laxamente ligado, que circunda grupos de células;



los polisacaridos extracelulares sintetizados por las especies del grupo
Estreptococcus mutans son prototipos de la capa limosa.

Como consecuencia de su situacion topografica y de su composicion quimica,
el glucocaliz desempefia, de modo general, un papel expresivo en la nutricion
bacteriana, en la defensa de la célula a la agresion de agentes fisicos y
quimicos, en el estimulo de respuesta inmune en los mecanismos de

patogenicidad.

Flagelos.

Los flagelos son estructuras filamentosas, caracteristicamente presentes en
bacilos y formas espiral. Su tamafo es significativamente superior a las
dimensiones de la bacteria, estando compuestos por subunidades proteicas
contractiles, denominadas flagelina, se fijan a la cubierta celular a través de
una regién o cuerpo basal de naturaleza proteica.

Esos apéndices son responsables por la motilidad bacteriana, presentando, de
la misma forma la propiedad de quimiotaxia, que consiste en dirigir las
bacterias para ambientes ecolégicamente favorables. La locomocion de ciertas

formas espirales, como las espiroquetas, depende de la presencia de flagelos.

Pili o Fimbrias.

Clasicamente el término pili o fimbrias se refiere a otro tipo de estructura

filamentosa, tipica de bacterias Gram-negativas. Esos constituyentes celulares



son formados por subunidades proteicas, conocidas como pili o fimbrias son
rigidos y comparativamente menores y mas finos que los flagelos.

Existen dos tipos de pili — sexuales y somaticos. Las primeras participan de la
transferencia del material genético, entre las células bacterianas y permitiendo
el pasaje del material especifico, los pili somaticas representan factores de
patogenicidad, especificamente en lo que se refiere a la adherencia y

colonizacion.

Estructuras Fibrilares.

Estas forman una capa fibrilar alrededor del cuerpo bacteriano y estan
presentes en bacterias Gram-positivas. Su composicion quimica es variable,
segun la bacteria involucrada y comparativamente, corresponde a las pili

somaticas de las Gram-negativas desde el punto de vista funcional.

En la cavidad bucal son varias las especies bacterianas que a través de esas
estructuras logran su adherencia a las superficies orales.

1.2 Sistema ecoldgico de la cavidad bucal.

Desde el punto de vista ecologico, la cavidad bucal es un sistema de
crecimiento abierto. Esto significa que nutrientes y bacterias son repetidamente
introducidos y retirados del sistema (7)

El ritmo del flujo de la saliva es tan alto que solo tienen éxito los organismos
que pueden adherirse a las superficies de la cavidad bucal. La boca es el Unico

lugar del cuerpo humano donde se encuentran tales superficies duras donde



los microorganismos establecen un anclaje firme y un medio nutricional

favorable.

Factores que intervienen para remover a las bacterias. (Fig. 8)

1. Flujo salival

2. Flujo de liquido gingival

3. Masticacion
4. Procedimientos de higiene bucal
5. Descamacion de células epiteliales de las mucosas

Fig. 8 Factores que intervienen para remover a las bacterias

Algunas bacterias pueden ser retenidas simplemente por haber logrado un

refugio en fosetas y fisuras (Fig. 9a)

Fig. 9a Anatomia de fosetas y fisuras (atlas de endodoncia Masson S.A. 1998)



Fisura de un molar que alcanza el limite entre esmalte y dentina y muestra
zonas de descalcificacion tefiida de rojo.
Imagen de microscopio electronico de barrido de la superficie oclusal de este

molar (Fig.9b)

Fig. 9b Imagen microscopio electronico (atlas de endodoncia Masson S.A. 1998)

Extensidon de la caries de fisuras. Corte histolégico a través del centro de la

fisura de un molar muestra la afectacion de la dentina. (Fig. 10)

Flg 10 Cortes histolégicos. (Atlas de endodoncia Masson S:A. 1998)

Otros microorganismos tienen que confiar en mecanismos especificos de
adherencia con el fin de sobreponerse a las intensas fuerzas de remocion de

las superficies bucales. Las caracteristicas de éstas son singulares y solo



bacterias especificas tienen la capacidad de adhesion. Esto significa que la
cavidad bucal alberga una flora microbiana singular y que la mayoria de sus
miembros no son capaces de colonizar otro punto del cuerpo humano. La
cavidad bucal consiste en varios puntos distintos, capaz cada uno de sostener

el crecimiento de una comunidad microbiana caracteristica. (8)

Asi, existen enormes diferencias en la composicion de las floras microbianas

de las mucosas, la lengua, los dientes y el surco gingival.

Hasta se ha demostrado que la composicion de la flora puede variar de un

punto a otro en una sola superficie dentaria.

Los factores involucrados en la adherencia de los microorganismos a las

superficies de la cavidad bucal son de importancia ecolégica primordial.

1.3 Adherencia microbiana.

La adherencia microbiana involucra mecanismos fisicoquimicos especificos e
influyen sobre ella no solo la interaccion de las estructuras superficiales de las
bacterias y de las superficies colonizables, sino también la actividad de la saliva

como liquido de la suspension.

Las superficies de los labios, carrillos, paladar, lengua, encias y dientes
proveen todas las diferentes caracteristicas para la colonizacién microbiana.
Todas estan cubiertas por una pelicula confluente altamente hidréfila de

mucinas salivales. Estas mucinas tienen la forma de un gel hidratado complejo



que puede ser de importancia en la lubricacion de la mucosa, en la proteccion
contra cambios subitos en presion osmotica, pero también interferira en la
adherencia microbiana. (9)

La diferencia mas importante entre las superficies bucales es la dada entre la
mucosa, con su epitelio descamante y la superficie dentaria sdlida (10). En la
superficie dentaria en descamacion, las bacterias deben colonizar
continuamente. La superficie que se desprende de la mucosa bucal es una

parte importante de la defensa del huésped contra la invasion microbiana.

Caracteristicas fisicoquimicas de la adherencia microbiana.

Una caracteristica importante de la bacteria es que pueden portar una carga
eléctrica negativa neta y con ello tienden a repelerse entre si

electrostaticamente.

La superficie dentaria también esta cargada negativamente y repele a las

bacterias. (11)

A las células las influye ademds, la electrodinamica o fuerzas de Van der
Waals. Estas fuerzas atraen con un alcance mayor que la fuerza electrostatica
repelente.

Las fuerzas de atraccion y repulsion favoreceran una separacion de las

bacterias a distancias especificas de la superficie dentaria. (Fig. 11a)
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Fig. 11a Adherencia microbiana (Lindhe periodontologia clinica. 118, 1986)

Esta brecha de separacion esta influida por la presencia de iones. Un pH acido

0 una concentracion incrementada de cationes reducira la brecha. (Fig.11b)
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Flg 11 b Adherencia microbiana (Lindhe periodontologia clinica. 118, 1986)

La importancia del glucocéliz para la adherencia bacteriana es que representa
una extension hidrofilica mas alla de la superficie muy cargada de la bacteria y

asi hace un puente para la separacion que existe entre las bacterias y la

superficie dentaria. (Fig. 11c)
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Flg 11c Adherencia microbiana (Lindhe periodontologia clinica. 118, 1986)
Cuando el glucocaliz entra en contacto con la superficie dentaria se pueden
establecer otras fuerzas de atraccion, tales como las uniones hidrogenadas, las

formaciones de pares i6nicos y las interacciones dipolo-dipolo.

Los pili o fimbrias bacterianos suelen ser bastante largos como para extenderse
mas alla del glucocaliz y asi ayudar en la creacion de un puente a través de la
separacion para establecer un contacto entre las bacterias y la superficie

dentaria (Fig. 11d)

%

Flg 11d Adherencia microbiana. (Lindhe periodontologia clinica. 118, 1986)



Las moléculas llamadas adhesinas de las bacterias, son proteinas que se
localizan en los pili o fimbrias y reconocen estructuras carbohidratadas

llamadas lectinas.

1.4 Pelicula adquirida.

La pelicula adquirida es un recubrimiento fino derivado de la saliva que cubre la
mayor parte de la superficie dentaria, formando con frecuencia la interfase

entre la superficie del diente, la placa dental y el sarro.

Esta formada por glucoproteinas derivadas de la saliva parece facilitar la

adherencia microbiana. Los grupos glucidos de las glucoproteinas de la

pelicula pueden servir como receptores para las adhesinas microbianas.

El aspecto de la pelicula puede variar.

El espesor medio de una pelicula de 2 horas es de alrededor de 100micrones y

aumenta alrededor de 400 en 24-48 horas.



Esto es sustentado por los estudios microscopicos de la colonizacion inicial de
la superficie dentaria, las bacterias adheridas empiezan a crecer y
multiplicarse, y los microorganismos de las fosetas y fisuras aumentan muy

rapido de numero (Fig. 12)

LE o

Fig. 12 Acumulos bacterianos (Lindhe periodontologia clinica. 120, 1986)



2. INTERRELACIONES  NUTRICIONALES ENTRE = LAS
BACTERIAS Y EL HUESPED.

Para que crezcan a las bacterias se les han de suministrar fuentes de carbono

y de energia ademas de nitrégeno y los iones inorganicos esenciales.

De las bacterias que se adhieren a puntos especificos de la cavidad bucal,
solo se estableceran las que sean capaces de utilizar con eficiencia los

nutrientes normalmente disponibles.

Deben tener ademas la capacidad de adaptarse rapidamente al cambio
ambiental. Las bacterias con requerimientos nutricionales simples son capaces
de crecer y multiplicarse si el medio les proporciona azucar, amonio y otros
iones inorganicos esenciales. De estas moléculas la célula microbiana sintetiza

sSus propios componentes celulares.

Para lograrlo, la bacteria debe contar con un conjunto complejo de enzimas
para catalizar todas las reacciones quimicas exigidas. Si falta alguna enzima,
no se formaran moléculas esenciales y el organismo no sera capaz de crecer o
multiplicarse a menos que esas moléculas sean provistas por el medio.

Muchas bacterias bucales tienen recursos incompletos y por lo tanto, requieren
una cantidad de aminoacidos, vitaminas, purinas y pirimidas del medio para

crecer y multiplicarse. (Fig. 13)
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Fig. 13 Esquema de la nutricion microbiana (Lindhe periodontologia clinica 122, 1986)
Cuando los recursos antes mencionados son producidos en cantidades
mayores entonces pueden salirse de la bacteria y ser usados por otras
bacterias como nutrientes. La mayoria de las bacterias que colonizan la
mucosa Yy los dientes, tales como Estreptococcus y Actinomyces, utilizan la
saliva como nutriente principal y los azucares como fuente de energia, en tanto
gue los microorganismos que colonizan las bolsas gingivales a menudo utilizan
aminodcidos y los péptidos simples como fuente de energia. Cuando se utilizan
los aminoacidos como dicha fuente, se producen acido carboxilico, amoniaco y
sulfuro de hidrégeno. La concentracion de estas sustancias pueden alcanzar
niveles toxicos en las bolsas gingivales.

Los Estreptococcus y Actinomyces producen lactato a partir de los azucares y
el lactato es utilizado por las Veillonella.

Las especies Bacteroides de pigmentacion negra pueden requerir vitaminas Ky
hemina. El requerimiento de vitamina K del Bacteroide melaninogenicus

subespecie intermedium es muy importante para ella.



2.1 Oxigeno y productos oxigenados como determinantes
ecoldgicos.

El oxigeno y los productos oxigenados son determinantes ecoldgicos
importantes porque hay grandes variaciones en la capacidad de las bacterias
para crecer y multiplicarse con diversos niveles de oxigeno. (16)

Algunas bacterias mueren con niveles de oxigeno muy bajos, en tanto otras se
desarrollan sélo en presencia de oxigeno. Las bacterias que proliferan en

presencia de aire se llaman aerobias.

Las bacterias anaerobias son aquellas para las cuales el oxigeno es toxico y

no utilizan el O2 en su mecanismos energeticos (17)

Loesche estudiando la sensibilidad de varias bacterias anaerobias al aire
atmosférico, que contiene el 21% de oxigeno molecular las subclasificé en dos
grupos. Las bacterias anaerobias moderadas soportan un ambiente con el 2-

8% de oxigeno molecular.

Las anaerobias estrictas no pueden concretar su metabolismo en ambientes

con concentraciones superiores al 0.5% de oxigeno. Las bacterias anaerobias

facultativas soportan ambientes con y sin oxigeno.

2.2 Potencial Oxidorreduccion.



La mayoria de las bacterias, consumen grandes cantidades de oxigeno y

generan un bajo potencial de redox (oxido reduccion en su medio).

Cuando se transfieren los electrones de un compuesto a otro, se dice que tiene

lugar una reaccion de 6xido- reduccion. (18)

a) Se dice que se oxida el compuesto que pierde o dona sus electrones.

b) Se dice que reduce el compuesto que gana o acepta electrones.

La sintesis bacteriana también requiere una fuente de energia constante
disponible, que por lo general se obtiene a partir de una serie de reacciones de

oxido -reduccion asociadas. (19)

Estas reacciones requieren a su vez sustratos oxidables y sustancias
reducibles que pueden actuar como intermediarias y al ultimo como receptoras

de hidrogeno.

2.3 Concentraciones de iones de hidrégeno.

La escala de concentraciones de iones de hidrégeno para el desarrollo
bacteriano se encuentra entre un pH de 3 y 4 unidades; el grado 6ptimo se
presenta en un limite menor a una unidad. La mayoria de las bacterias

patdgenas crecen mejor en un pH de 7.2 o 7.6. Sin embargo existen bacterias



formadoras de acidos, como los Lactobacillus, que producen y toleran acidos

de un pH de 3 0 menos aun. (20)

2.4 Importancia del potencial éxido-reduccién.

El potencial de 6xido —reduccion del medio es importante para la iniciacion del
desarrollo de una bacteria de determinada especie.
Un bajo potencial de redox (6xido-reduccion) puede favorecer el desarrollo de

algunas bacterias anaerobias.

Intracelularmente o en cualquier punto caracterizado por un potencial de redox
bajo, el oxigeno es convertido en productos altamente reactivos vy
potencialmente destructivos.

El oxigeno es reducido y se forman aniones de superdxido, peréxido de

hidrégeno y radicales oxhidrilos.

De éstos, el peréxido de hidrégeno y los aniones de superdxido no son toxicos

por si mismos pero pueden generar los radicales oxhidrilos mas devastantes.

(21)

Las bacterias tienen que estar equipadas con un complicado sistema de
enzimas que desaga los productos oxigenados nocivos con el fin de sobrevivir

en un medio.



La accion concertada de la superOxidasa dismutasa, la catalasa y las
peroxidasas convierten los aniones de superoxido y el peroxido de hidrogeno

en agua, con lo cual previene la formacion de radicales oxhidrilos.

Los productos oxigenados pueden dafiar las membranas celulares e inactivar
enzimas. Estos productos son microbicidas es decir tienen la capacidad de
(destruir microbios). Uno de los puntos primarios de lesiones de las bacterias

es el DNA cromosomico.

Pero las células estdn equipadas asimismo con sistemas enzimaticos que
reparan el DNA y otros puntos celulares daflados por productos oxigenados.
Los organismos que carecen de algunas de estas enzimas que puede no ser

capaces de sobrevivir en un medio aerobio y son anaerobios. (22)

Los leucocitos también pueden tener sistemas microbicidas que trabajen en
condiciones anaerobias. (23). Los productos liberados por los leucocitos no sélo
matan los microorganismos invasores, sino que los productos oxigenados y las

proteasas lisosdmicas pueden causar lesiones titulares extensas. (24)

El desarrollo microbiano en la boca crea puntos con distintos niveles de
oxigeno. El nivel de oxigeno y el potencial de redox (oxido-reduccion). Son
particularmente bajos en los puntos caracterizados por abundantes acumulos

de bacterias.



La influencia del oxigeno es un factor importante ya que la microbiota
endodontica necesita una muy baja disponibilidad de oxigeno en conductos
radiculares infectados. Aun cuando hay una exposicion oral directa, la
concentracion de oxigeno permanece reducida, en particular en porciones
apicales del sistema del conducto radicular, donde se produce un bajo
potencial de oxido-reduccion en el tejido necrético que favorece el crecimiento

de bacterias facultativas.

Dichas bacterias pueden en un principio, colonizar la camara pulpar, pero por
la desaparicién de oxigeno y bajo potencial de oxidacion reduccién resultante,

se fomenta el desarrollo bacteriano anaerdbico. (25)

2.5 Factores Nutricionales.

Una nutricidbn adecuada es fundamental para el crecimiento de las bacterias,
los componentes del tejido pulpar desintegrado aportan una fuente nutricional

importante, al menos durante las fases iniciales de colonizacién bacteriana.

Otro factor esencial en la nutricion bacteriana es el exudado inflamatorio que
contiene elementos séricos y hematicos excretados de alteraciones
inflamatorias concomitantes en los tejidos pulpares o periapicales restantes. Si
existe comunicacion directa con el medio oral, la saliva brinda elementos que

fomentan el crecimiento bacteriano. Como los restos del tejido pulpar, los



liquidos histicos y la saliva aportan proteinas que favorece el crecimiento de las

bacterias que los emplean. (26)

2.6 Efecto mecéanico y competicion nutritiva.

El establecimiento del proceso infeccioso hace que los microorganismos
ejerzan una presion mecanica sobre los vasos y nervios que llegan a la pulpa.
Consecuentemente hay compromiso de suministro sanguineo y alteraciéon de
las condiciones ecolégicas de area, factores que soportan la formacién de una
microbiota gradualmente mas compleja, ocurriendo de la misma manera, la
presion en las terminaciones nerviosas. Al mismo tiempo, la instalacion del
proceso exige que los microorganismos compitan con el huésped por

sustancias necesarias al metabolismo de ambas células. (27)



3. BIOFILM Y SU RELACION CON LA CARIES DENTAL.

La caries empieza solamente cuando existen acumulaciones bacterianas
(biofilm) en la superficie de los dientes, los sitios con mayor frecuencia que
conducen a la retencion de estas comunidades son surcos, fisuras, y contactos
interproximales.

Las lesiones cariosas no se producen en los dientes que no han hecho
erupcion, es decir antes de que sean accesibles a la colonizacién bacteriana.
De igual manera el cemento se mantiene libre de caries a menos que se
exponga al medio oral como en la recesion gingival y bolsas periodontales. (28)
La capacidad de formacion del biofilm no parece estar restringida a ningun
grupo especifico de microorganismos. (29)

Se describe al Estreptococcus mutans como el principal patégeno bacteriano.
Se identifica a Actinomyces como posibles patdégenos en caries radicular (o del
cemento). (30)

Hoy se considera que bajo condiciones ambientales adecuadas todos los

microorganismos son capaces de formar biofilm. (Fig. 14)

Fig. 14 Mostrando la presencia de cocos y bastones Gram-positivos iniciando la formacién del

biofilm. (Nori Y, Ehara A, Kawahara T. Participaciénof bacterial biofilms in refractory and chronic periapical
periodontitis JOE 2002, 28: 679-683.)



Aunque la composicion del biofilm es variable en funcion de su estudio, el
componente mayoritario del biofilm es el agua, que puede representar hasta un
97% del contenido total. Ademas del agua y de las células bacterianas es un

complejo formado principalmente por exopolisacaridos. (31)

En menor cantidad se encuentran otras macromoléculas como proteinas, DNA

y productos diversos procedentes de la lisis de las bacterias.

En los primeros trabajos sobre la estructura del biofilm una de las preguntas
era coOmo surgian las bacterias del interior del biofilm y podian tener acceso a

los nutrientes o a el oxigeno.

Estudios realizados utilizando microscopia con focal, han mostrado que la
arquitectura de la matriz del biofilm no es sodlida y presenta canales que
permiten el flujo del agua, nutrientes y oxigeno, incluso hasta zonas mas
profundas del biofilm. La existencia de estos canales no evita sin embargo, que
dentro del biofilm podamos encontrarnos con ambientes diferentes en los que
la concentracién de nutrientes, pH y oxigeno es diferente. Esta circunstancia
aumenta la heterogeneidad sobre el estado fisioldgico en el que se encuentra

la bacteria dentro del biofilm. (32,33, 34)

3.1 Etapas en el proceso de formacion del biofilm.

La etapa inicial del proceso de formacion del biofilm es la adherencia sobre la

superficie dentro de un estructurado ecosistema. (Fig. 15)



Fig. 15. Etapa inicial del proceso de formacién del biofilm.

Al hablar de un estructurado ecosistema quiere decir que los microorganismos
persisten unidos a la superficie y no como organismos flotando libremente. (35)

La flotacion libre o las bacterias planctonicas encuentran la superficie
condicionada y forma un accesorio reversible, a veces transitorio y a menudo

dentro de segundos o minutos. (Fig. 16)
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Este accesorio llamado adsorcion es influenciado por las cargas eléctricas que
contintan las bacterias por las fuerzas de Van der Waals y por la atraccion
electrostatica,

En bacterias Gram-negativas (Pseudomonas Aeruginosa, Escherichia Coli) se
ha visto que los flagelos, las fimbrias de tipo | y IV son importantes para la
etapa de adherencia primaria. (36)

Sin embargo, aunque la motilidad ayuda al proceso no parece ser un requisito
esencial, pues muchas bacterias Gram-positivas inmoviles como Estafilococos
y microbacterias son capaces de formar biofilm. En el caso de las bacterias
Gram-positivas se ha descrito la participacion de proteinas de superficie, en

esta primera etapa de adherencia primaria. (37)

Una vez que la bacteria se ha adherido a la superficie comienza a dividirse y
las células hijas se extienden alrededor del sitio de union formando una
microcolonia similar a como ocurre durante el proceso de formacion de

colonias en placas de agar.

En una etapa posterior la bacteria comienza a secretar un exopolisacarido que
constituye la matriz del biofilm y forma estructuras similares a setas entre las
cuales se observa la presencia de canales. La composicion del
exopolisacéarido es diferente en cada bacteria y varia incluso en una misma
bacteria, dependiendo de las condiciones ambientales.

La disminucion o aumento de la disponibilidad de nutrientes y de hierro,

cambios en la osmolaridad, en el pH, la tension del oxigeno y la temperatura,



disparan la transicion de la forma planctonica a un crecimiento sobre una

superficie.

Los exopolisacéaridos representan el componente fundamental de la matriz y
son producidos por la misma bacteria del biofilm. Participan de forma
fundamental en el desarrollo del biofilm, pues su intervencion mantiene la
integridad de todo. Pueden tener carga neutra o carga polianionica, segun el
tipo de exopolisacarido, por lo que pueden interactuar con distintos
antimicrobianos, de forma que estos ultimos quedan atrapados en la matriz sin
capacidad para actuar sobre las bacterias. Los propios exopolisacaridos
producidos por una bacteria puede actuar como fuente de nutrientes para otras
bacterias y de la misma forma pueden atrapar otros nutrientes del medio y
ofrecerlos a distintos tipos bacterianos, lo cual supone una ventaja para el

desarrollo bacteriano.

Los exopolisacaridos actian también retirando desechos del medio, lo cual a
su vez favorece el desarrollo bacteriano. La composiciébn quimica de estos
determina la capacidad de adhesién de los mismos lo que a su vez favorece la
adhesiéon de las bacterias a las superficies. Por Ultimo los exopolisacaridos
participan en funciones de proteccion de las bacterias, pues evitan su

desecacion.

La pérdida o alteracién de un determinado polisacérido puede alterar el biofilm,

0 incluso puede producir su desaparicion. (3s)



3.2 Propiedades del biofilm bucal.

Heterogeneidad. Lo que hace que organizaciones Unicas puedan estar
conformadas por bacterias, hongos, protozoos. Se ha visto que los
microorganismos al ser variados dentro de esta organizacion presentan
diferentes microambientes de pH, tension de oxigeno, concentracion de iones,

carbono y nitrdgeno.

Fenotipos en el biofilm. El fenotipo es la consecuencia de la informacion
genética que define una o varias caracteristicas de un ser vivo. Propiedades
observables de un organismo, resultante de la interaccién de su genotipo y el

ambiente en que éste se expresa.

Los fenotipos de las bacterias que crecen en los biofilm son mas resistentes
frente a diversos antimicrobianos y mantienen esta resistencia incluso cuando

se desprenden del biofilm (39)

Sefiales en el biofilm. Dentro del biofilm, las bacterias tienen capacidad para
comunicarse entre ellas, ya sea por medio de sefales quimicas llamado
guorum-sensing un mecanismo intercelular bacteriano de comunicacion para la
expresion de genes que controlan su crecimiento. A través del quorum sensing
las bacterias responden a su agregacion y regulan la expresion de sus genes 'y
la diferenciacion celular para optimizar su fisiologia en un ambiente particular.

La capacidad de la célula bacteriana para comunicarse y comportarse



colectivamente como un grupo proporciona ventajas ignificativas en la
colonizacion, la defensa contra otras bacterias, la adaptacion a condiciones

fisicas variables, la diferenciacion celular y la evolucion de la especie. (40)

3.3 Ventajas del biofilm.

1. Proteccion frente a sus agresiones externas y mayor resistencia frente a
los antimicrobianos. (41,42)

2. Ventajas nutricionales, aporte de nutrientes y eliminacion de desechos.

3.  Proporciona un medio ambiente adecuado para el desarrollo bacteriano

4. Capacidad de intercomunicacion entre las bacterias (43,44)

3.4 Importancia del biofilm en la caries dental.

La importancia que tiene el conocimiento del biofilm bucal en el desarrollo de
lesiones cariosas es fundamental ya que este es capaz de producir &cidos para
desmineralizar la estructura dental este se adhiere a la superficie dental y se

denomina placa bacteriana o placa dentobacteriana.

Las bacterias de la placa metabolizan a los carbohidratos para obtener energia
y producen acidos organicos como subproductos. Los acidos producen la
lesion cariosa, al disolver la matriz de los cristales de esmalte. Las lesiones

cariosas progresan debido a las fluctuaciones del pH a nivel de la superficie del



diente, con los cambios en el metabolismo de la placa, siendo estimulada ésta

por azucares simples como la sucrosa.

Las bacterias orales no forman colonias solitarias sino pertenecen a una
comunidad compleja de numerosas especies, unidas que se encuentran en una
matriz extracelular con diferentes propiedades y ventajas propicias para su

crecimiento y desarrollo. (45)



4. BIOFILM Y SU RELACION CON LA ENFERMEDAD
PERIODONTAL.

Las enfermedades de la boca mas importantes, como la caries dental,
enfermedad periodontal, se producen por la placa dental ésta placa es un
biofilm.

Timmerman @4e6) sefiala que la presencia de la placa dental con especies
bacterianas anaerobias especificas, induce al desarrollo de la enfermedad
periodontal.

Actualmente Marsh y Martin definen a la placa como una comunidad
microbiana compleja que se encuentra en la superficie de los dientes,
embebida en una matriz de origen bacteriano y salival. (47)

La placa dental se clasifica segun su localizacion en supragingival y
subgingival, segun sus propiedades en adherente y no adherente y por su
potencial patégeno en cariogénica y periodontopatogénica. La placa dental
supragingival se encuentra en las superficies dentales y esta constituida
predominantemente por flora bacteriana sacarolitica (capaz de hidrolizar el
azucar). Gram-positiva en las cuales se encuentran microorganismos
cariogénicos, sin embargo es posible que esta placa se extienda hasta el fondo
del surco gingival o de las bolsas periodontales, y esta constituida
principalmente por flora bacteriana proteolitica Gram-negativa en la cual se

encuentran microorganismos periodontopatogénicos. (48)

Dentro de las especies consideradas “marcadores de periodontitis” se han

establecido dos categorias: las muy patdégenas: Actinobacillus Actinomycete



mcomitans, Porphyromonas gingivalis y Bacteroides forsythus; las patégenas:

Prevotella intermedia y Treponema denticola. (49)

La placa dental incorpora todas las caracteristicas de la arquitectura de un

biofilm y de la interaccion microbiana de la comunidad. (50)

4.1 Formacién de la placa dental y pelicula adquirida.

La formacion de la placa dental es el resultado de una serie de procesos
complejos que involucran una variedad de bacterias y componentes de la

cavidad bucal del hospedero. (51)

Estos procesos comprenden en primer lugar la formacion de una pelicula

adquirida.



Pelicula adquirida.

La formacion de la pelicula adquirida sobre la superficie del diente es la etapa
inicial en la formacién de la placa dental.

Inmediatamente después de cepillarse los dientes, comienzan a depositarse
sobre la superficie del diente una pelicula adquirida, compuesta por proteinas y
glucoproteinas anionicas unidas a la hidroxiapatita del esmalte. Estas proteinas
y glucoproteinas provienen de elementos salivales y del fluido crevicular.

Los mecanismos que intervienen en la formacién de la pelicula sobre el
esmalte incluyen fuerzas electroestaticas, tipo Van der Walls. Es por ello que
en la superficie de la hidroxiapatita que posee grupos fosfato con carga
negativa, interactian con proteinas y glucoproteinas salivales y del fluido
crevicular con carga positiva.

La pelicula formada opera como barrera de proteccién proporcionando
lubricacion a las superficies impidiendo la desecacion del tejido. Ademas
posee moléculas que funcionan como sitios de unién para la adherencia de
microorganismos.

Luego de la formacién de la pelicula adquirida ésta comienza a ser colonizada
por microorganismos residentes de la cavidad bucal.

Este proceso se caracteriza por una fase irreversible en la que se producen
interacciones de alto rango, generdndose un acercamiento inicial de las
bacterias a la superficie de la pelicula.

Fase irreversible en la que se producen interacciones de corto rango, entre

componentes tanto de la bacteria como del huésped.



4.2 Colonizacion por microorganismos especificos.

Esta comprende varias fases que involucran la deposicion, adhesion,
coagregacion, crecimiento y reproduccion de los microorganismos adheridos
sobre la pelicula adquirida. (52)

Algunos mecanismos por los cuales las bacterias se adhieren a la pelicula
adquiridas son mediante moléculas especificas denominadas adhesinas
presentas en la superficie bacteriana que se une con receptores especificos de
la pelicula a través de estructuras proteinicas fibrosas, llamadas fimbrias que
se fijan a la pelicula por la formacién de puentes de calcio y magnesio con
carga (+) que permite la unibn de componentes bacterianos cargados
negativamente a la pelicula que también posee carga (-). Y a través de
polisacaridos extracelulares sintetizados a partir de la sacarosa, que permiten
la union de polisacaridos bacterianos a la superficie de la pelicula.

Un aspecto que juega un papel preponderante en el crecimiento y posterior
maduracién de la placa dental, es el fendmeno de coagregacion entre células
microbianas en las ultimas fases de la formacién de la placa es probable que
predomine la coagregacion entre especies Gram-negativas anaerobias, como

Fusobacterium Nucleatum , Porphyromonas gingivalis.

Este fendmeno provee las condiciones para la interaccion patogénica
caracteristica de las infecciones periodontales. Si esta placa supragingival
temprana no es regulada debido a la ausencia de la higiene oral adecuada, la

composicién bacteriana puede madurarse en una flora mas compleja en un



panorama de tres etapas. (53). La primera etapa son cocos predominantes

Gram positivos. (Fig. 17)
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Fig. 17 Morfologia de las bacterias

En la segunda etapa, aparecen microorganismos filamentosos, y durante la

tercera etapa los espirilos y espiroquetas. (54) (Fig. 18)



Fig. 18

(Serrano Jorge Herrera David, Dental Plaqué as a Biofilm How to eliminate it RCOE. Vol 10, 4, jul , ago. 2005)

Cuando queda establecida la gingivitis, el cultivo de las bacterias de los puntos
infectados revela un incremento en la cantidad de bacterias anaerobias en
relacion con las anaerobias facultativas. (55)

Es frecuente hallar, entre las bacterias anaerobias, Fusobacterium nucleatum y

Bacteroides melaninogenicus subespecie intermedius. (56)

Frotis con tincion de Gram de placa supragingival. Los cocos constituyen una
proporcion relativamente pequefia de la flora microbiana. Predominan los
organismos filamentosos.

En las primeras etapas de la periodontitis, la flora microbiana de la bolsa
gingival es similar a aquella de la gingivitis. (57)

Entre estas bacterias, el Bacteroides gingivalis parece tener una importancia
especifica. Y en casos avanzados de enfermedad periodontal suele contener
cantidades elevadas de espiroquetas.

4.3 Reaccion citotoxica.



El biofiilm de la superficie dentaria contiene y libera enzimas como las

proteasas, hialuronidasas, colagenasas. (58,59).

Estas enzimas podrian ser la causa directa de las lesiones de los tejidos

epitelial y conectivo.

Un lipopolisacéarido, una endotoxina de las bacterias Gram negativas, puede
activar el sistema de complemento y ademas, es citotoxico para las células del
huésped.

La endotoxina puede contribuir a algunos de los cambios tisulares observados

en las lesiones gingivales.

4.4 Medidas para eliminar el biofilm bucal.

Las medidas para eliminar el biofilm bucal se basa en entender que la placa
dental es un ejemplo claro de una biopelicula de biofilm.
Se considera que el biofilm tiene una fase de crecimiento distinto de las

bacterias que se encuentran en estado planctonico, es decir, en suspension.
(60)

Se ha determinado que las células bacterianas de la biopelicula exhiben
caracteristicas bioldgicas que difieren marcadamente de las bacterias que
estan aisladas o en suspension. (61)

Las enfermedades dentales, que ocurren en sitios donde existe una microflora
contenida en un biofilm son el principal problema de salud oral en el mundo

sobre todo en paises en desarrollo. (62)



Es por ello, que un mejor entendimiento del papel del biofilm en su inicio y
progresion sera esencial si se quiere reducir su prevalencia. (63)

Por lo presentado hasta ahora, al organizarse en biofims las bacterias se
convierten en adversarios a tener en cuenta pues son mas resistentes a las
distintas actuaciones encaminadas a combatirlas. (64)

La caries dental puede prevenirse no soOlo atacando directamente a los
patogenos asociados, sino también interfiriendo con los factores de su

crecimiento. (65, 66, 67, 68.)

Las estrategias que son consistentes con su prevencion incluyen:

a) inhibicién de la produccion de acido (empleo de fluoruros)

b) interferencia en el desarrollo de la biopelicula empleo (de agentes
antiplaca como la clorhexidina y el triclosan.

C) evitar la ingesta de azucares fermentables entre las comidas.

d) consumir alimentos y bebidas que contengan azucares no fermentables
(sorbitol, xilitol, aspartame, y sacarina).

e) estimulacion del flujo salival después de las comidas principales (empleo

de gomas de mascar libres de azulcar.)

Frente a los biofilm los estudios reportan que podemos actuar con las

siguientes medidas:

1. se pueden realizar cambios en las caracteristicas fisicas y/quimicas de las
superficies a las que se adhieren los biofilm de forma que se impida o

retrase la adhesiéon de los mismos. (69)



se pueden realizar tratamientos que cambien el medio ambiente
bacteriano (tratamiento ecoldgico), lo que imposibilitaria el desarrollo de
determinados biofilm; de ésta forma, mediante un buen control de la placa
supragingival, se dificulta el desarrollo del biofilm patégeno. (70)

Una vez que el biofilm se ha desarrollado fundamentalmente podria
actuarse de dos formas: por medios fisicos/quimicos (a nivel supragingival
por medio del cepillado y profilaxis dental) o bien a nivel subgingival por
medio de raspado y alisado radicular, o cirugia periodontal.

A nivel supragingival se pueden utilizar distintos antisépticos, y a nivel

subgingival distintos antibiéticos.



Accioén de los colutorios en el biofilm.

Conociendo las causas de la resistencia del biofiim se ha propuesto el

desarrollo de medicamentos que eviten la adherencia o inhiban la persistencia.

(71).

Se pueden realizar cambios en las caracteristicas quimicas de las superficies a
las que se adhiere los biofilm de modo que se impida o retrase la adhesion de
las mismas. Los distintos colutorios deben pasar una serie de estudios que
atestigiien su inocuidad para el ser humano y la eficacia en el control de los
biofilm. (72,73). Hasta el momento, los estudios encaminados a comprobar la
eficacia de un determinado colutorio se realizaba, en primer lugar mediante
estudios in vitro con bacterias planctonicas. Las bacterias que se encuentran
en la saliva pueden ser consideradas bacterias plancténicas (bacterias que

flotan en la saliva).

Sin embargo, las bacterias que se encuentran en una superficie dura (dientes,
reconstrucciones, protesis e implantes) forman una pelicula adherente. (74).

El concepto y apariencia de la placa dental ha ido variando a lo largo de la
historia dependiendo de los medios técnicos disponibles para su estudio.

Una vez que un determinado colutorio muestra su eficiencia en los estudio in
vitro, el siguiente paso consiste en observar la efectividad de los mismos en
modelos de estudio in vivo para analizar las posibles interacciones del producto
con el medio bucal, con la saliva, con otros productos utilizados en la higiene

bucal.



Dentro de los estudio in vivo destacan los estudio de Pan, Netuschil y Arweiler

(75,76, 77, 78,79).

En este estudio se pidio a los voluntarios que se abstuviesen de cualquier tipo
de higiene bucal durante un periodo (de uno a tres dias), transcurrido el cual se
les solicitd que se enjuagaran bien, con el colutorio test, y después, con el
placebo, durante unos segundos. Se recogieron las muestras de placa dental
de los voluntarios, se dejo un tiempo de aclaramiento (una semana) y se repitid
el proceso cambiando la asignacion de colutorios. Las muestras de placas
recogidas se tifieron mediante un proceso que mostro la vitalidad de las

bacterias presentes en la placa.

Asi, en los estudios Pan se encontré que los colutorios con aceites esenciales
fueron capaces de producir una mortalidad de 78.7% de las bacterias frente al
27.9% producido por el colutorio control (suero salino). En los estudio de
Netuschil se mostr6 que los colutorios de clorhexidina fueron capaces de

penetrar en el biofilm y tener gran capacidad bactericida. (Fig. 19)
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Fig. 19 Mecanismos de actuacion de los colutorios sobre los biofilms.



Pero no todos los colutorios con clorhexidina muestran la mismo efectividad,
dependiendo de la formulacidon que presenten otros colutorios (aceites
esenciales, octenidina, fluoruro estafioso, hexetirina) muestran una correcta
accion bactericida pero menor que la clorhexidina. Los colutorios con extractos
de plantas y los colutorios con triclosan muestran una actividad bactericida

escasa en este tipo de estudios.

Los colutorios de uso domiciliario deben mostrar su eficacia mediante ensayos
clinicos de una duracién minima de 6 meses que cumplan las normas de la
ADA (Asociacion Dental Americana). Actualmente solo colutorios con aceites
esenciales y clorhexidina, han mostrado resultados positivos en este tipo de
estudios y han sido probados por la FDA (Federacion Dental Americana). (80)



5. BIOFILM Y SU RELACION CON LA ENFERMEDAD PULPAR
Y PERIAPICAL.

El papel fundamental de los microorganismos en la etiopatogenia de las
patologias pulpares y periapicales esta establecido por los estudios de

Kakehashi (81) Moller, Sundqvist. (82,83)

El rol de las bacterias presentes en la cavidad oral en la induccién de la
inflamacion periapical, fue confirmado experimentalmente por Moller en 1981,
cuando en su experimento, expuso el tejido pulpar de dientes de monos a la
cavidad oral durante 7 dias. Los dientes fueron posteriormente sellados y
examinados a los 6 meses, observando que todos los dientes infectados fueron
contaminados con microorganismos como Streptococcus — hemolitico,
Enterococcus  coniformes y anaerobios con Bacteroides, Eubacterium,
Petoestreptococcus. Y el 90% de los dientes desarrollaron lesiones

periapicales. (s4)

El estudio de Kakehashi mostré que cuando pulpas de ratas libres de bacterias
eran comunicadas y dejadas abiertas a la cavidad oral, éstas se mantenian
vitales y no se daba el desarrollo de lesiones periapicales a nivel apical, sin
embargo cuando a éstas ratas se les inocul6 flora bacteriana normal de otros
animales, las pulpas se necrosaron y se desarrollaron lesiones a nivel

periapical. (85)

La pulpa dental y los tejidos periapicales tienen la capacidad de reaccionar ante

una gran diversidad de irritantes. Las bacterias que invaden el espacio pulpar



son uno de los principales irritantes, causando inflamacion de este tejido, que al
persistir puede resultar en la necrosis del mismo. Dicha destruccion tisular
permite que las bacterias, sus productos y otros irritantes alojados en el tejido
necrotico se difundan desde el conducto hacia el periapice, produciendo una

lesion inflamatoria de dicha region. (ge)

La mayoria de las bacterias viven en un biofilm y pueden colonizar cualquier

superficie. (87)

Por lo tanto las especies bacterianas son esenciales en la progresion y
perpetuacion de las lesiones pulpares y periapicales.

Ante las investigaciones de Sundqvist (88) se creia que las bacterias eran
Unicamente anaerobias facultativas pero con nuevas técnicas de cultivo él
establece la presencia de bacterias anaerobias estrictas. Las pulpas necréticas
presentan una flora polimicrobiana caracterizada por una amplia variedad de

combinaciones de bacterias.

La mayoria de las especies bacterianas aisladas de infecciones endoddncicas

son anaerobias estrictas.

Las bacterias anaerobias estrictas no concretan su metabolismo en ambientes

con concentracion superior al 0.5% de oxigeno. (89)

La presencia de microorganismos en el sistema de conductos radiculares esta

intimamente relacionado con la presencia o ausencia de oxigeno para la



sobrevivencia de cada especie. En las porciones apicales el potencial oxido-
reduccion es menor y por lo tanto solo habra presencia de bacterias anaerobias

facultativas y estrictas.

Algunas bacterias son dependientes de los metabolitos secretados por otras

bacterias para su sobrevivencia.

La importancia clinica radica en la eliminacion del tejido necrotico las bacterias,
sus productos y subproductos (endotoxinas).

La pared celular de las bacterias Gram-negativas, como la Porphyromona,
Fusobacterium, contiene endotoxinas (lipopolisacaridos (LPS). Este
componente bacteriano es el principal factor de patogenicidad y ejerce un
efecto en la amplificacion de las reacciones inflamatorias.

Las endotoxinas son antigenos no especificos que son  pobremente
neutralizados por los anticuerpos. Son ademas capaces de activar la via del
complemento sin la participacion de anticuerpos, lo cual resulta en la activaciéon
de las quininas y de la cascada de coagulacion.

Ademés estimula la liberacion de interleuquina (ILI). Es capaz de inducir
respuestas inflamatorias a nivel periapical aln en pequefas cantidades asi
como destruccion 0sea.

Los microorganismos de importancia en endodoncia segun Nair son.

(Tabla 1)

| MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA ENDODONTICA |




Anaerobios Facultativos-Aerotolerantes-Microaeréfilos

Cocos Gram+ Peptostreptococcus Cocos Grams+ Streptococcus
Enteracoccus

Actinomyces Actinomyces

Bacilos Gram+ Eubacterium Bacilos Gram+ L actobacilius
Propionibacterium Corynebacteriunm

Cocos Gram- Veillonelia Cocos Gram- Meisseria
Parphyromoanas Capnocytophaga

Bacilos Gram- Prevotello Bacilos Gram- Eikenelia
Fusobactenium Campylobacter
Selenomonas

Espiroquetas Treponema Levadura Candida

Tabla 1

Estrela C. Ciencia Endodéntica, modificado por Fair, 2005

5.1 Lesiones periapicales persistentes.

La causa mas comun de fracaso en el tratamiento endoddncico se relacionan a
la instrumentacion. Numerosos estudios han mostrado la persistencia de
infecciones endodoncicas causadas usualmente por Enterococcus faecalis.
Estas bacterias, poseen resistencia inherente a los agentes antimicrobianos y
otros factores de patogenicidad.

Existen estudios que sustentan que el Enterococcus faecalis resiste a las
medicacion intraconducto formando biofilm. Enterococcus faecalis muestra ser
resistente a los medicamentos usados durante el tratamiento y es uno de los
pocos microorganismos que han mostrado ser resistentes al efecto antibacterial
del hidréxido de calcio. Los factores que contribuyen a la resistencia también
incluyen la cubierta impenetrable de polisacaridos, de la biopelicula o biofilm y

su habilidad para sobrevivir.



Las células bacterianas que residen dentro de un biofilm crecen mas
lentamente que las células planctonicas como consecuencia las células del
biofilm asimilan los agentes antimicrobianos mas lentamente. Ademas el
agotamiento de los nutrientes puede forzar a las bacterias a una fase inactiva o

inmovil de crecimiento con la cual se protegen contra lo antimicrobianos (90).

5.2 Eliminacion del biofilm del sistema del conducto radicular.

El objetivo principal del tratamiento endodoncico es la eliminacion de la
microflora (biofilm) y restos necroticos del sistema de conducto radicular, lo
cual se lleva a cabo mediante la limpieza y desinfeccion y conformacion del
sistema del conducto radicular. (91)La limpieza se logra generalmente con la

instrumentacion, irrigacion y utilizacion de medicacion intraconducto.



5.3 Protocolo de irrigacion (92)

1. Hipoclorito de sodio al 1 y 2.5% (calentarlo y irrigar 2ml por conducto
aprox. o hasta que el liquido del conducto sea claro sin detritus.)
2. EDTA al 17% 5 o 10ml. Después de la conformacion del conducto

(activado con el cono maestro por 1 min.).

3. Irrigacion final con NaOCL se deja como apésito intraconducto Ca(OH)2
4.  lrrigacion final con clorhexidina si se va a obturar.
5. Secar el Sistema de Conductos Radicular con puntas de papel.



6. RESISTENCIA DEL BIOFILM FRENTE A ANTIMICROBIANOS

Esta cualidad puede deberse a que:

1.

Los antimicrobianos van a llegar en menores concentraciones
(concentraciones no efectivas frente a las bacterias) a las zonas mas
profundas del biofilm. (93,94)

Las bacterias al ser atacadas con dosis subletales tienen capacidad para
desarrollar resistencia frente a los antimicrobianos.

Al crecer en forma sésil, las bacterias activan genes que proporcionan
mayor resistencia frente a los antimicrobianos en comparacion con las
formas planctonicas.

En zonas profundas del biofilm que tienen un menor aporte de nutrientes,
las bacterias estarian en una fase inactiva o inmaovil de crecimiento, que
es un estado bacteriano no susceptible a los antimicrobianos. (95)

Las bacterias estarian protegidas por la matriz de exopolisacéaridos frente
a los antimicrobianos. (96). La matriz de exopolisacaridos puede actuar
como una barrera retardando la difusibn del antimicrobiano lo que
disminuye la concentracion del antibidtico que ingresa al biofilm, para que
en su interior enzimas semejantes a las lactamasas lo destruyan,
logrando asi una resistencia efectiva. (97)

(Los microorganismos dentro del biofilm experimentan heterogeneidad
metabolica. 98). Es decir, con respecto a la fase de crecimiento. Las zonas
de no crecimiento del biofilm estan bien posicionadas y contribuye a su
supervivencia después del ataque del antibiotico.

Cambios fenotipicos en las células como resultado de la adquisicion de

genes de resistencia dentro del biofilm. (99)



6.1 El papel del biofilm en la infeccion.

Puede afectar adversamente la opsonizacion y la fagocitosis al inhibir la

quimiotaxis, e induce la degradacion e inhibe las actividades metabdlicas



dependientes de oxigeno de los leucocitos PMN, conduciendo a la muerte

intracelular. (100,101)

Opsonizacion:

Preparar la bacteria para ser fagocitada. Consiste en el recubrimiento de los
gérmenes con sustancias como las inmunoglobulinas y el complemento, que
se unen a los receptores membranales de los PMN, incrementando su

capacidad fagocitica. (Fig. 20)

a~

a

L ! -
Inflamacion

Ll

Fig. 20

SIQUEIRA J.F, BornettF. Inteerappointment pain mechanisms diagnosis and treatment endodontic topis 93-109 2004

Quimiotaxis:

Es el proceso mediado por moléculas que induce un movimiento unidireccional

en los LPMN, permitiendo su adherencia a las células endoteliales.



6.2 Biofilm bucal en la era de la biologia molecular.

Actualmente y gracias a las técnicas de la biologia molecular se han empezado
a conocer a traves de estudios sistematicos parte de la flora oral.

Un sistema comercial que se fundamenta en la PCR mudltiple (técnica de
ampliacion gendmica), seguida de hibridacion reversa para detectar las cinco

especies reconocidas como periodontopatdgenas.

Hasta ahora se considera que la mayoria de las especies bacterianas
implicadas en las diversas formas de periodontitis son sapréfitos
(microorganismos especialmente bacterias que viven a expensas de la materia
organica descompuesta y no en el organismo). Y estos son comunes de la
cavidad bucal, que solo expresan su capacidad patdégena en huéspedes
genéticamente susceptibles y/o cuando se producen circunstancias de riesgo.
Dentro de esas especies consideradas “marcadores de periodontitis” se han
establecido tres categorias: las muy patdgenas: Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Bacteroides forsythus, las
patdégenas: Prevotella intermedia y Treponema denticola, estas cinco especies
son las que detecta el sistema microDent. (Diagnostico de

periodontopatdgenos ). (102)

Finalmente se citan hasta cinco especies mas que potencialmente pueden
estar implicadas, si se encuentran en una alta concentracion.

Técnica de hibridacién reversa.



La deteccion de algunas especies periodontopatégenas se realiza mediante
hibridacion (union) entre un trozo de acido nucleico del microorganismo a
detectar que se le llama (diana) y un oligonucledtido (oligo-poco)
nucléotido(producto de hidrélisis del acido nucleico) hidrolisis descomposicion
quimica de un compuesto por accion del agua en productos mas simples. Este
oligonucleotido es sintético (cadena de ADN de sélo varios nucleotidos) con
una secuencia de bases complementarias a la diana.

A este oligonucleotido complementario de la diana se le denomina sonda. Para
saber si existe un determinado microorganismo en una muestra de un paciente,
se coloca ésta en contacto con la sonda y de existir ese microorganismo
buscado, se producira (union), hibridacién entre la sonda y la diana.

La gendmica proporciona la secuencia en un ADN, los elementos reguladores y
la expresion de un gen.

La protedmica fue acufiada por Marc Wilkins para describir a todas las
proteinas expresadas por un genoma.

El proteoma es el que mas se utiliza en el estudio comparativo de dichas
proteinas en diferentes condiciones fisiolégicas, lo que ofrece una vision de los
cambios fenotipicos que sufre un microorganismo en funcion de las

circunstancias que los rodean.



Conclusiones:

1. El biofilm bucal es el agente etioloégico principal de la caries y la
enfermedad periodontal las bacterias se organizan en la cavidad oral en

forma de biofilm.

2. Las bacterias en los biofilm presentan mayor resistencia frente a los

antimicrobianos.

3. Esta resistencia se fundamenta a la accion protectora de la matriz y la

expresion de su fenotipo.

4.  Se pueden realizar cambios en las caracteristicas fisicas y/o quimicas de

las superficies a las que se adhieren.

5. Para que los antimicrobianos consigan mayor efecto debe realizarse una
destructuracion previa del biofilm (cepillado, uso del hilo dental, profilaxis,
raspado y alisado radicular). Los estudios muestran que los colutorios con
clorhexidina son efectivas por su accion bactericida sobre el biofilm, y

depende de la formulacion que presenten.



Para eliminar el biofilm del sistema de conducto radicular es necesario la
preparacion  biomecanica, limpieza y desinfeccion estableciendo un
protocolo de irrigacion. Hipoclorito de sodio, EDTA, Clorhexidina y

Hidréxido de calcio.

La aplicacion de métodos moleculares al conocimiento del biofilm bucal
dirigidos a la identificacion de genes necesarios para la formacion del
biofilm, asi como la busqueda de enzimas capaces de degradar a la
matriz polisacarida, métodos fisicos/quimicos. Deben ser considerados
como fuente para establecer tratamientos especificos para las diversas

especies y combatir mejor las infecciones producidas por el biofilm bucal.
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