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I. INTRODUCCION

La importancia del biofilm en las enfermedades pulpares y periapicales ha
sido fundamentada por numerosos estudios como los realizados por
Kakehashi, quien expuso las pulpas dentales de los primeros molares de
ratas comunes y de ratas libres de microorganismos a la flora oral,
encontrando el desarrollo de lesiones pulpares y periapicales en las ratas
comunes, pero ausencia de éstos en las ratas libres de un biofilm. Moéller et
al. cortaron las pulpas cerca del foramen apical en dientes de mono. Algunas
pulpas amputadas se sellaron asépticamente de inmediato y otras se dejaron
abiertas para ser colonizadas por la flora oral por una semana y después se
sellaron. Los examenes clinicos, radiograficos e histoldgicos reportaron
ausencia de cambios patologicos en los tejidos periapicales de dientes
sellados con asepsia. En contraste, los dientes con un sistema de conducto
radicular infectado presentaron reacciones inflamatorias en sus tejidos
periapicales.

Estos estudios sustentan que el biofilm proveniente de la caries dental es el
principal agente etioldgico que causa agresion a la pulpa dental, siendo
responsable de su infeccion y formacion de lesiones periapicales, ya que
éstos microorganismos protegidos por un biofilm producen toxinas que
penetran por los tubulos dentinarios comunicados a través de numerosos
complejos de unién, en promedio a nivel coronal existen entre 30, 000 vy
75,000 por mm?.

La reaccion del complejo dentino pulpar ante un biofilm se manifiesta de
varias maneras y dependiendo de la intensidad de la agresion se establece

un proceso inflamatorio.
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De esta manera se entiende que dependiendo de la gravedad y duracién del
dafo a la pulpa y la capacidad pulpar (del huésped) para responder puede
variar la enfermedad pulpar de una enfermedad transitoria (pulpitis
reversible) a una pulpitis irreversible, la cual puede provocar una necrosis
pulpar y crear un ambiente favorable como pH, disponibilidad de nutrientes,
tension baja de oxigeno, que permitan el crecimiento y desarrollo bacteriano.
Esta invasion ha permitido identificar a un biofilm a nivel apical incluso
dentro de areas de un cemento intacto y en areas de resorcion inicial. Los
estudios con microscopia electrénica reportan que no se encontré ninguna
formacion de colonizacion de un biofilm en la superficie externa de la porcion
apical de la raiz en dientes con necrosis pulpar sin lesién periapical
radiograficamente visible. Sin embargo, aquellos dientes que presentaban
necrosis pulpar y lesion periapical radiograficamente visible mostraron la
presencia de un biofilm extrarradicular, constituido por un glucocaliz de
naturaleza polisacarida que brinda proteccion y cuenta con mecanismos de
coagregacion y comunicacion bacteriana (quérum sensing) que pueden
afectar la fagocitosis, quimiotaxis y penetracion de antibiéticos.

Este conocimiento nos debe llevar a procedimientos que nos permitan
realizar la eliminacion del biofilm del sistema de conductos radiculares,
empleando mejores técnicas de preparacion biomecanica, limpieza y
desinfeccién (protocolo de irrigacion) y conformacion, ya que la importancia
del biofilm en la enfermedad pulpar est4 fundamentada en el dafio que ésta

representa hacia los tejidos periapicales.



ll. PROPOSITO

Explicar la importancia del biofilm como agente etiolégico en las

enfermedades pulpares y periapicales.

lII.OBJETIVO

Conocer la importancia del biofilm como agente etiolégico de las
enfermedades pulpares y periapicales al estar protegido por una matriz de
exopolisacéaridos que le brinda proteccion y expresa su potencial patogénico,
causando una reaccion inflamatoria y activando procesos que pueden

ocasionar resorcion 6sea e infeccion extrarradicular.



1. DEFINICION DE BIOFILM

El biofiim es la forma habitual de crecimiento de las bacterias en la
naturaleza. Fue definido por Costerton como una comunidad bacteriana bien
organizada, envuelta externamente por un material viscoso denominado
glucocaliz, éste es de naturaleza principalmente polisacarida y desempeia
una funcién importante en la nutricion bacteriana, en la defensa de la célula a
la agresion de agentes fisicos y quimicos, en la respuesta inmune y

mecanismos de patogenicidad.’

El biofilm es una comunidad sésil microbiana caracterizada por células que
estan unidas irreversiblemente a una superficie o sustrato, las cudles, estan
embebidas en una matriz de substancias poliméricas extracelulares que ellas
mismas han producido, y que exhiben un fenotipo alterado con respecto al

crecimiento y transcripcién genética.’

Costerton y Lappin-Scott afirman que el proceso de formacion de un biofilm

es regulado por genes especificos transcritos durante la unién celular inicial.



1.1 ESTRUCTURA BACTERIANA

Las bacterias tienen importancia como agentes etioldgicos participando en la

etiologia de enfermedades pulpares y periapicales.

El papel bioldgico de las bacterias se comprende a partir del conocimiento de

la estructura y ultraestructura celular.* (Fig,1)
Desde el punto de vista estructural, la célula bacteriana esta constituida de:

e Cubierta celular- En la mayoria de las bacterias, esta compuesto por
pared celular y membrana citoplasmatica.

e Estructuras Internas de la Cubierta Celular- citoplasma, material
genético y endospora.

e Estructuras Externas de la Cubierta Celular- Glucocaliz, flagelo, pilli

(fimbria) y estructuras fibrilares.

Cromossoma

Pili
Flibossomas

Inclusion

i,

"\, Capa limosa

Plasmido Pared celular

Membrana citoplasmatica

Fig. 1 Célula procariota.’
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Pared Celular

Segun la reactividad que las bacterias presentan a la coloracion de Gram., se

clasifican en Grampositivas y Gramnegativas.® (Fig.2)

A acido lipoteicoico
lipopolisacarido

acido teicoico

membrana
externa

peptioglicano

espacio
3 | periplasmico

Yy [
peptidoglicano &

aspacio
| periplasmico

k1
4

t.membrana __ -
plasmatica

Fig.2 Pared Celular de bacterias Grampositivas y Gramnegativas.

Pared Celular de las bacterias Grampositivas

Su estructura basica esta constituida por un complejo de mucopolisacéarido o
peptidoglucano o mureina. Este complejo representa una verdadera red
formada por cadenas paralelas de N-acetil-glucosamina unida a N-acetil-
muramico, entrelazadas por aminoacidos o0 cadenas laterales

tetrapeptidicas. (Fig.3)

Fig.3 Estructura Basica del peptidoglucano.“
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Esta capa es bastante gruesa Yy esta constituida por acidos teicoicos

(uniones de alcohol y fosfato), teicurénicos y lipoteicoicos. Estos acidos le
confieren a esta capa una carga eléctrica negativa, lo que facilita la union del
microorganismo al diente o a la mucosa, y permiten la union o la agregacion
bacteriana, por lo que son factores de virulencia.”

En funcién de su composicion quimica, el peptidoglucano garantiza rigidez a

la pared celular y, por lo tanto, protege las células del chogue osmético.®

Pared Celular de las bacterias Gramnegativas

Constituida de afuera hacia adentro por la membrana externa y el
periplasma.’ (Fig.4)

La membrana Externa: esta constituida por lipopolisacéaridos, fosfolipidos y
proteinas. Esta formada por dos capas u hojas (externa e interna) con

proteinas asociadas.

Peptidoglucano

Lipoproteina

Antigeno O
Porina

Membrana
externa

Espago
periplasmico

Membrana

citoplasmatica Proteina

Fosfolipido

f>

Bactéria Gram-negaitiva

Fig. 4 Cubierta celular de una bacteria Gramnegativa.’
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La capa externa esta constituida mayoritariamente por el lipopolisacarido

(LPS), el cual posee una estructura compleja en la que se distinguen tres
motivos estructurales diferentes. La parte mas superficial, constituida por
largas cadenas polisacéaridas, se denomina antigeno O y es hidrdfila.

La zona intermedia de la estructura del LPS se llama nucleo, parte central o
Core. (Fig.5)

Fig. 5. Estructura del lipoliscarido. *

La porcion mas profunda se denomina lipido A; existe en todas las bacterias
Gramnegativas y se considera responsable de la actividad biolégica asociada
al LPSy, por tanto, a la endotoxina.

El lipido A es la endotoxina de las bacterias Gramnegativas, siendo liberado
no solamente por ocasion de la lisis de la célula, sino también durante su
crecimiento y multiplicacion, expresando, por consiguiente, su potencial
toxico e induciendo complejas reacciones organicas.

La capa Interna: Se trata de una monocapa fosfolipidica en contacto con el

periplasma.
Las proteinas asociadas pueden clasificarse también en integrales,

intrinsecas, periféricas, superficiales o extrinsecas, como las de cualquier

membrana. Las hay estructurales y funcionales.

13



Muchas proteinas de la membrana externa se suelen nombrar con las siglas

Omp (Outer membrane protein o proteina de membrana externa).Asi, por
ejemplo, la OmpA es la proteina mayoritaria en algunas bacterias
Gramnegativas, es estructural y, mediante enlace covalente y puentes de

hidrégeno, ancla al peptiglucano a la membrana externa.’

Las porinas (proteinas funcionales) intervienen en la difusion general de
diversos iones (p. ej., Na*, K*) y en la difusién especifica de aminoacidos,
azucares, nucledsidos, etc. Por lo general son mondémeros o trimeros que
forman canales rellenos de agua para facilitar el transporte de sustancias al
periplasma. La entrada al citoplasma de estos compuestos se produce por

sistemas asociados presentes en la membrana citoplasmética.

Junto a estas proteinas existen otras superficiales (también funcionales) que:
a) Intervienen en el transporte de otros compuestos (vitaminas B*? o Fe*").

b) Actian como elementos que participan en procesos adhesivos (receptores
o adhesinas).

c) Son reconocidas por bacteridfagos o bacteriocinas.

d) Se comportan como compuestos téxicos y enzimaticos que estando

unidos a la membrana externa se excretan posteriormente al exterior.’

El periplasma 6 espacio periplasmético limita externamente la membrana
externa e internamente la membrana citoplasmatica. En este espacio estan
concentradas las enzimas hidroliticas, denominadas genéricamente
hidrolasas y proteinas de unién, que participan en mecanismos nutritivos de

la célula considerada.

14
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El Peptidoglucano (incluido en el periplasma) corresponde del 5 al 10% de
esta pared.(Fig.6)
Envolviendo el cuerpo bacteriano, la membrana externa confiere, junto con el

peptidoglucano integridad a la célula bacteriana.

El componente lipoproteico se encuentra embebido en la membrana externa
y covalentemente unido al peptidoglucano; su principal funcion es estabilizar
la membrana externa.

peplogicans

ESjatD

TP T

=&

Fig.6 Cubierta celular de la bacteria Gramnegativa.

Membrana Citoplasmatica

Subyacente a la pared celular, estd situada la membrana citoplasmaética.
Esta constituida por fosfolipidos anfipaticos que se disponen en dos capas
adyacentes, o sea, forman una bicapa, constituyendo una adecuada barrera
entre la célula y su ambiente.

15
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De la misma forma, las proteinas, funcionales y estructurales, también con
propiedades anfipaticas, se encuentran embebidas en la membrana,

confiriendole una composicién de naturaleza fosfolipoproteica.

También en relacion con su constitucion quimica, la membrana bacteriana no

contiene esteroles (caracteristicos de células eucaridticas).

La membrana citoplasmica 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 limitrofes, exigentes o no de energia (difusion
mediada por cargador, transporte unido a la fosforilacion y transporte activo);
concentra intermediarios biosintéticos; y esta involucrada en la division

celular.

ESTRUCTURAS INTERNAS DE LA CUBIERTA CELULAR.

Citoplasma

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 catabolica y anabolica ocurren en el citoplasma.

En el citoplasma también se identifican ribosomas y, en muchas bacterias,
las denominadas inclusiones citoplasmaticas.

Los ribosomas son estructuras constituidas por cerca del 60% de acido
ribonucleico (RNA) y el 40% de proteina, algunos estan libres en el

citoplasma y otros asociados a la superficie interna de la membrana.

16



En la célula procaridtica, esas estructuras estan constituidas por dos

subunidades, una menor 30S, y una mayor, 50S (S-, unidad de velocidad de
sedimentacion derivada de Svedberg); durante la sintesis proteica, esas dos
subunidades se unen, originando un ribosoma funcional 70S. Esas
estructuras representan el lugar de la sintesis proteica.

Ciertas sustancias tienen la propiedad de fijarse especificamente a esas
estructuras vy, asi, interferir en la construccién de aquellas macromoléculas,
fenémeno que es la base de su potencial antimicrobiano.’

Las inclusiones representan material nutritivo de reserva, son insolubles a
medida que poseen sustancias densamente condensadas. Su naturaleza
quimica varia segun el microorganismo considerado, pero asumen mayor
significado aquellas constituidas por polimeros de glucosa. Aquellas a base
de glucosa van a garantizar la produccion residual de acido lactico, potente

agresor del tejido.

Material genético

La estructura procariética de la bacteria no soporta un verdadero nucleo. El
material nuclear, también denominado nucleoide, estd compuesto
basicamente por acido desoxirribonucleico (DNA), pero posee algin 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®, segun los cuales esa macromolécula constituye
una doble hélice, donde se identifican las bases nitrogenadas
complementarias entre si —puricas (adenina y guanina) y pirimidicas (timina y

citosina)-, el azucar desoxirribosa y residuos de fosfato.

17



Fig.7 Modelo estructural del ADN.?

Algunas bacterias poseen moléculas circulares de DNA que no hacen parte
del cromosoma, llamadas plasmidos o DNA extracromosOmico, que se
replican independientemente del cromosoma. Los plasmidos codifican las

siguientes funciones:

- Codifican determinantes ecolégicos.
- Determinan la sintesis de factores de patogenicidad.
- Son responsables de la resistencia bacteriana a diferentes antimicrobianos.

- Comandan la sintesis de proteinas que resultan en pilli sexuales.
Endospora

La esporulacion constituye actualmente un medio por el cual las bacterias se
preparan para la posibilidad de enfrentar condiciones nutritivas, fisicas y/o
guimicas adversas. La resistencia a esos factores ambientales esta
relacionada a su composicion quimica (pobreza en agua y riqueza en

diplicolinato de calcio) y a la complejidad de su estructura.®

18



ESTRUCUTRAS EXTERNAS DE LA CUBIERTA CELULAR

Glucocaliz

Es un material viscoso que envuelve externamente la pared celular vy,
dependiendo de su espesura y/o organizacion, se denomina capsula o capa
limosa.

La capsula envuelve individualmente la célula bacteriana y es de naturaleza

principalmente polisacéarida, pero puede ser un polipéptido.

La capa limosa es un material extracelular que circunda grupos de células;
los polisacaridos extracelulares, sintetizados por las especies del grupo

Streptococcus mutans, son prototipos de la capa limosa.

Como consecuencia de su situacion topografica y de su composicion
quimica, el glucocaliz desempefia, de modo general, 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 y en los mecanismos

de patogenicidad.

19



Flagelos

Son estructuras filamentosas, presentes en bacilos y formas de espiral.
Aparecen como estructuras finas, largas, onduladas o sinuosas, no
ramificadas y muy fragiles. Estan compuestos por subunidades proteicas
contractiles, denominadas flagelina, y se fijan a la cubierta celular a través de

una region o cuerpo basal de naturaleza proteica.

Estos flagelos son responsables de la motilidad bacteriana. Permiten a las
bacterias, gracias a su movimiento, penetrar en los tejidos y, en
determinados casos, vencer las fuerzas contracorriente (factor de

patogenicidad).

Constituyen los llamados antigenos H que son inmundgenos, lo que permite
determinar la respuesta inmunitaria en el hospedado.*®

Algunas bacterias estan dotadas de “Organos sensoriales” que regulan la
direccion del motor flagelar en el sentido de alejarse o aproximarse a
determinados compuestos, lo cual se conoce como quimiotaxis, que consiste

en dirigir las bacterias para ambientes ecolégicamente favorables.

20



Pili o Fimbrias

Se refiere a otro tipo de estructura filamentosa, tipica de bacterias Gram-
negativas. Son formadas por subunidades proteicas, conocidas por el
nombre de pilina o fimbrilina, son rigidos y comparativamente menores y mas

finos que los flagelos.

Existen dos tipos de pili — sexuales y somaticas. Las primeras participan en la
transferencia de material genético entre las células bacterianas,
estableciendo el contacto fisico de la célula donadora a la receptora y
permitiendo el pasaje del material especifico; las pili soméaticas representan
factores de patogenicidad, especificamente en lo que se refiere a la

adherencia y colonizacion.™

Fig. 8 Pillis o Fimbrias

21



1.2 BACTERIAS PLANCTONICAS

Las bacterias planctdonicas son microorganismos de libre flotacion en un
medio acuoso. Fueron descritos por Anton van Leeuwenhoek en 1673
usando un microscopio de su propio disefio. De hecho, gran parte del
conocimiento de la microbiologia se basa en el trabajo con estos organismos

de libre flotacion.

Las caracteristicas de las bacterias planctdnicas son muy diferentes a las de
sus contrapartes adherentes. Las bacterias plancténicas tienden a tener
superficies que son relativamente hidrofilicas (amantes del agua), y el patron
de expresion genética es muy diferente al de las bacterias que crecen sobre
una superficie. También, las bacterias planctonicas tienden a no tener
glucocaliz, por lo que pueden ser mas susceptibles a agentes
antibacterianos, como los antibiéticos. Paraddjicamente, la mayor parte de
los conocimientos de la actividad de los antibidticos se han basado en

experimentos con bacterias plancténicas.*?

Asi, las bacterias planctonicas muestran una gran variedad en las
velocidades a las que pueden crecer. Estas habilidades, asi como otros
cambios que las bacterias son capaces de hacer, son posibles porque las
bacterias son fenotipicamente moldeables, es decir, son muy adaptables.
Sus homdlogos adherentes tienden a ser menos sensibles a los cambios

ambientales.
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Dependiendo de los cambios ambientales una misma bacteria puede crecer

adherida a una superficie o crecer de forma planctonica nadando libremente
en el medio liquido. Con un mismo genotipo, la bacteria expresa un distinto
patrén de genes y presenta un distinto fenotipo. Entre estos genes una gran
proporcién es desconocida, lo que puede indicar que hay genes especificos
del estilo de vida en el biofilm, cuyo fenotipo hasta ahora no ha podido ser
visualizado. Esto ayudara a determinar cuales son los cambios fisiolégicos
que tienen lugar en el mismo y cuéles son los requerimientos genéticos y los
mecanismos de regulacién de dicho proceso.*

Ademas esto permitira unificar los resultados experimentales obtenidos.

Las bacterias plancténicas son susceptibles a la erradicacion por el sistema
inmune del hombre. La examinacion de varias bacterias infecciosas ha
demostrado que una vez en el hospedero, las bacterias planctonicas tienden
a adoptar varias estrategias para evadir la reaccion del huésped.

Estas estrategias incluyen la formacion de poblaciones adherentes, la
elaboracién de glucocédliz alrededor de las bacterias individuales, y la entrada

en las células del huésped.

Una vez que los organismos entran en contacto con la superficie, cualquier
posible interaccion estd gobernada por reglas fisico-quimicas y biologicas
que van a modular la regulacion de genes que ocurre en el interior de la

célula microbiana.
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2. MECANISMOS DE ADHESION BACTERIANA

Las bacterias planctonicas o libres pueden encontrar condiciones favorables
para establecerse como un biofilm en el que participan sus mecanismos de

adhesion bacteriana.

La adherencia microbiana involucra mecanismos fisicoquimicos especificos
que influyen sobre ella, no solo en 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 hidrofila 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
proteccidon contra cambios suUbitos en presibn osmotica, pero también

interferira en la adherencia microbiana.*
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La diferencia mas importante entre las superficies bucales es la dada entre la
mucosa, con su epitelio descamante y la superficie dentaria sélida.** (Fig 9)
En la superficie dentaria en descamacion, las bacterias deben colonizar
continuamente la superficie que se desprende de las mucosa bucal, la cual
es una parte importante en la defensa del huésped contra la invasion

microbiana.

" TOOTH SURFACE

Fig.9 Adherencia de microorganismos a una superficie dental.®®

2.1 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS 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.’®
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A las células las influye ademas, la electrodinamica o fuerzas de Van der

Waals. Estas fuerzas atraen con un alcance mayor que la fuerza

electrostatica repelente.

Las fuerzas de atraccidn y repulsién favoreceran una separacion de las
bacterias a distancias especificas de la superficie dentaria. (Fig. 10)

Awaccion N\ _
lip friacd i rtarmica

A — ————
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Fig. 10 Adherencia microbiana.”

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

acido o una concentracion incrementada de cationes reduciran la brecha.
(Fig.11)

L
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Fig.11 Adherencia microbiana. **
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Importancia del Biofilm en las enfermedades pulpares y periapicales.

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 separacién que existe entre las

bacterias y la superficie dentaria. (Fig. 12)

5

Fig.12 Adherencia microbiana. !

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 idnicos y las interacciones dipolo-dipolo.
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Los pilli o fimbrias bacterianos suelen ser bastante largos como para

extenderse mas alla del glucocdliz 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.13)

.\|||l| (NRRNTE

Fig. 13 Adherencia microbiana.”

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

llamadas lectinas.

La interfase que se forma entre la superficie del diente estda compuesta por
glicoproteinas derivadas de la saliva, la cual parece facilitar la adherencia
microbiana.La cavidad bucal posee una fuente abundante de
microorganismos que pueden colonizar el sistema de conducto radicular, una
vez que los microorganismos entran en contacto con la superficie y sus
mecanismos de adhesion fisico-quimicos, asi como la actividad del
lipopolisacéarido y la regulacion de sus genes estan presentes, permiten la

formacién de un biofilm.
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3. ESTRUCTURA DEL BIOFILM

La estructura que representa al biofilm ha sido reportada en sus inicios como
un modelo de pelicula densa que corresponde a la vista plana, tradicional y
homogénea, la cual fue introducida por los investigadores dentales al
estudiar la placa dental con microscopio electrénico de transmision. Esta
muestra numerosas microcolonias de bacterias dentro de una estructura

densa sin evidencia de canales de agua atravesandola.® (Fig.14)

Fig. 14. Biofilm.”

Durante los ultimos afios la estructura del biofilm ha sido documentada y
evaluada con una extensa variedad de microscopios y técnicas fisico-
guimicas y de biologia molecular, revelando una estructura tridimensional
completa en forma de setas o también llamado modelo de los canales de
agua. Este fue descrito usando microscopia confocal con el uso de

marcadores fluorescentes. *’
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Este modelo muestra una estructura no soélida en forma de setas con el tallo

mas estrecho que su porcidén superior, esto ultimo puede fusionarse dejando
canales a través de los cuales los fluidos ambientales pueden moverse
actuando como transporte de nutrientes, agua, oxigeno, removiendo
productos de desecho y actuando como conductos para moléculas

mensajeras, incluso hasta las zonas mas profundas del biofilm.

La existencia de estos canales no evita sin embargo, que dentro del biofilm
podamos encontrar ambientes diferentes en los que la concentracion de
nutrientes, pH u oxigeno es diferente.

Esta circunstancia aumenta la heterogeneidad sobre el estado fisiologico en

el que se encuentra la bacteria dentro del biofilm y dificulta su estudio.*® %%,

Para que se forme un biofilm se requiere de nutrientes y de una variedad de
factores fisico-quimicos como pH, temperatura, osmolaridad, luz, tension de

oxigeno. ** (Fig.15)

Dissolved Organic Carbon

Flg.15 Etapa inicial del proceso de formacion del biofilm.
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3.1 FACTORES NUTRICIONALES

Para que las bacterias vivan y se desarrollen deben encontrar los
compuestos quimicos necesarios 0 nutrientes con los que lleva a cabo la

sintesis de sus componentes celulares.

Las bacterias con requerimientos nutricionales simples son capaces de
crecer y multiplicarse si el medio les proporciona azlicar, amonio y otros
iones inorganicos esenciales (Fig 16). De estas moléculas, la célula
microbiana sintetiza sus propios componentes celulares. Para lograrlo, la
bacteria debe contar con un conjunto completo de enzimas para catalizar
todas las reacciones quimicas exigidas. Si falta alguna de las enzimas, no se
formaran las moléculas esenciales y los microorganismos no seran capaces
de crecer o multiplicarse a menos que esas moléculas seas provistas por el
medio.**

Una nutricién 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 colonizacion

bacteriana.

FUSOBACTERIUM

EUBACTERIUM CAPNOCYTOPHAGA STREPTOCOCCUS
BACTEROIDES Elkenella corrodens ACTINOMYCES
PEPTOSTREPTOCOCCUS

VEILLONELLA

Porphyromonas endodontalis CAMFPYLOBACTER
Parphyromonas ginglvalis WOLINELLA Eubacterium alactolyticum
Prevotella Intermedius Bacteroides gracilis

Fig.16 Interacciones nutritivas de bacterias del conducto radicular
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Otro factor esencial en la nutriciébn 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
gue fomentan el crecimiento bacteriano. Aportan proteinas que favorecen el

crecimiento de las bacterias que los emplean.?(Fig 17)

Fig 17. Exudado leucocitario

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
alteracion de las condiciones ecoldgicas del area, factores que soportan la
formacion 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. %
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3.2 IMPORTANCIA DEL OXIGENO COMO DETERMINANTE
ECOLOGICO

La influencia del oxigeno es un factor importante ya que la microbiota
endodoncica 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 oOxido-reduccion en el tejido necrotico que favorece el
crecimiento de bacterias facultativas, Dichas bacterias pueden en un
principio, colonizar la cdmara pulpar, pero por la desapariciéon de oxigeno y
bajo potencial de 6&xido-reduccion resultante, se fomenta el desarrollo
bacteriano anaerdbico, en donde destacan microorganismos como

Fusobacterium, Peptostreptococcus micros, Porphyromonas endodontalis.?

El potencial de 6xido-reduccion del medio es importante para la iniciacion y
desarrollo de una bacteria de determinada especie.

Intracelularmente o en cualquier punto caracterizado por un potencial de
oxido-reduccion bajo, el oxigeno es convertido en productos altamente

reactivos y potencialmente destructivos.

El oxigeno es reducido y se forman aniones de superoxido, peréxido de
hidrogeno y radicales oxhidrilos. De éstos, el perdxido de hidrégeno y los
aniones de superéxido no son téxicos por si mismos pero pueden generar los

radicales oxhidrilos mas devastantes. °
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Las bacterias tienen que estar equipadas con un complicado sistema de
enzimas que deshaga los productos oxigenados nocivos con el fin de

sobrevivir en un medio.
3.3 CRECIMIENTO Y DESARROLLO DEL BIOFILM

Una vez que los microorganismos entran en contacto con la superficie los
mecanismos de adhesion intervienen como fimbrias, lipopolisacaridos (LPS)

extracelulares, polimeros extracelulares, flagelos y proteinas.?®

Los polimeros de superficie con sitios no polares como las fimbrias y
componentes de ciertas bacterias Gramnegativas (acido micélico) parecen
dominar la adhesion a sustratos o superficies hidrofébicos, mientras que los
polimeros extracelulares (EPS) y los lipopolisacaridos son mas importantes

en la adhesién a sustratos hidrofilicos.

Los flagelos son importantes en la adhesion, ya que estan encargados de

vencer las fuerzas de repulsion inicial entre el microorganismo y el sustrato.

Aunque la motilidad y la presencia de flagelos ayudan al proceso este no
parece ser un requisito esencial, pues muchas bacterias Grampositivas
inmoviles como estafilococos, estreptococos y micobacterias son capaces de

formar biopeliculas.

En el caso de bacterias Grampositivas las proteinas de superficie son

importantes en la adhesion.
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Se describe que la formacion del biofilm ocurre en 6 etapas®’ (Fig18):
1. Adhesion inicial del microorganismo a la superficie.
2. Colonizacion.
3. Coagregacion.
4. Crecimiento.
5. Maduracion.

6. Union de otros microorganismos.

Fig.18 Formacion del Biofilm.

Durante la fase de adhesion se va a regular la expresion genética a través de
varios sistemas de transduccion por sefales que van a permitir la

transcripcion de genes, este sistema recibe el nombre de quérum sensing.
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3.4 MECANISMOS DE COMUNICACION INTERBACTERIANA

El quérum sensing representa una via que es activada como respuesta a la
densidad celular y son sistemas que se encuentran en microorganismos
Grampositivos y Gramnegativos. El estimulo para la activacion del quorum
sensing son moléculas llamadas autoinductoras, de tal manera que la
concentracion de moléculas va en funcion de la densidad microbiana, y por lo
tanto, la percepcion de la sefial va a ocurrir cuando la concentracion de

moléculas autoinductoras alcancen el umbral. %

Es por esta razon que el termino quérum sensing es usado para definir este
tipo de sistemas, ya que se necesita de que cierto numero de
microorganismos estén presentes para que la sefal sea percibida por la
poblacion y entonces poder responder ante ésta. Las bacterias
Grampositivas usualmente producen oligopéptidos, los cuales son
reconocidos por los sistemas de transduccién de dos componentes. En tanto
que para los organismos Gramnegativos las moléculas que disparan la sefial
pertenecen al grupo de lactones de homoserina. Los microorganismos
liberan dicha molécula inductora cuando se aproximan a la superficie que
van a colonizar, aumentando la concentracion de las mismas en el area entre
el microorganismo y la superficie. Las moléculas inductoras para el sistema
de quérum sensing son a menudo altamente especificas, por lo tanto, este
sistema sirve para comunicacion interespecies. Todos estos sistemas de
transduccion por sefiales actian en la regulacion de la virulencia, asi como

formacion de biopelicula, sirviendo de conexién entre ambos procesos.”
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Con esto podemos entender que las bacterias tienen capacidad para

comunicarse entre ellas, ya sea por medio de sefiales quimicas (quorum
sensing), permitiéndoles la expresion de genes que controlan su crecimiento.
A través del quérum 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 significativas en la
colonizacion, la defensa contra otras bacterias, la adaptacién a condiciones
fisicas variables, la diferenciacion celular y la evolucién de la especie.*

Estas ventajas son proteccion frente a agresiones externas y mayor
resistencia frente a los antimicrobianos, aporte de nutrientes y eliminacion
de desechos; también, proporciona un medio ambiente adecuado para el
desarrollo bacteriano, asi como la capacidad de unibn a otros
microorganismos dentro del biofilm, los cuales experimentan heterogeneidad

metabolica®®2.:

Esto se refiere a que al bioflm se pueden unir otras
organizaciones bacterianas que pueden estar conformadas por bacterias,
hongos como la Candida albicans, que es una levadura oral, que puede ser
ocasionalmente aislada del conducto radicular en caso de periodontitis apical
persistente, o bien, bacterias como el Enterococos faecalis, el cual posee
una variedad de factores de virulencia que le confiere su capacidad de

sobrevivir en la region periapical. >
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Entre estos factores de virulencia se encuentra su habilidad para producir
proteasas, crecer y predominar en un ambiente bajo en nutrientes, penetrar
dentro de los tubulos dentinarios, asi como la adherencia y produccion de
cambios fenotipicos cuando son requeridas por el patégeno.

Dentro del sistema del conducto radicular es probable que las condiciones
ecologicas favorezcan el crecimiento y la coexistencia de levaduras y
bacterias, este patdgeno tiene la capacidad de coagregarse con una
variedad de Streptococcus como el Streptococcus sanguis, los cuales
pueden facilitar la formacion de biopeliculas complejas promoviendo la

colonizacion y supervivencia de ambos. (Fig. 19))

Fig. 19 Adhesion de células bacterinas dentro del S.C.R.
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4. IMPORTANCIA DEL BIOFILM EN LAS ENFERMEDADES
PULPARES Y PERIAPICALES.

El papel determinante del biofilm en el establecimiento de la enfermedad
pulpar y periapical ha sido estudiado por Kakehashi et al **, quienes
observaron los cambios patologicos derivados del efecto de las exposiciones
pulpares en ratas libres de gérmenes y en ratas convencionales con una
microbiota oral compleja. Posterior a las exposiciones de la pulpa dentaria y
sSu exposicion a la cavidad bucal, en el grupo en que estaba presente la
microbiota oral, hubo destruccion pulpar y formacion de lesion periapical. En
el grupo de ratas libres de microorganismos no se observé el desarrollo de
lesion periapical, sino el potencial de reparacion pulpar en ausencia de
infeccion.

Moller et al

investigaron la reaccion del tejido necrético no infectado y los
tejidos periapicales, y la influencia en la capacidad de inducir periodontitis
apical. Se utilizaron 78 dientes de 9 monos divididos en dos grupos, Ay B. A
26 dientes del grupo A se les realizo una apertura coronaria, posteriormente,
una seccion pulpar en el limite de 1 mm, siendo dejada en el interior del
conducto radicular y los dientes sellados por un periodo de 6 a 7 meses, sin
exposicion a microorganismos.

En los dientes del grupo B, después del corte de la pulpa y su permanencia
en el interior del conducto radicular, la cavidad se quedd abierta y fueron
expuestos durante 6 a 7 dias a los microorganismos de la cavidad bucal,
posteriormente los dientes fueron sellados en periodos idénticos, de 6 a 7

meses.
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Los resultados mostraron que en el grupo no infectado (A), ningun diente

proporcioné muestra positiva, ni en la fase inicial ni en la final. Los dientes
fueron analizados histolégicamente, todos presentaban region apical con
normalidad y sin presencia de reabsorcion.

En los dientes del grupo infectado (B), se verificd cultivos positivos. Las
bacterias mas comunes, aisladas tanto en las muestras iniciales como
finales, fueron las bacterias anaerobias facultativas, como por ejemplo
Streptococcus a hemoliticus, Enterococcus y Coliformes, bacterias estrictas
como Bacteroides, Eubacterium, Propinibacterium, Peptococcus vy
Peptostreptococcus. Algunas bacterias que no fueron aisladas en la muestra
inicial lo fueron en la final, como Bacteroides, Eubacterium vy
Propinibacterium. De esos 52 dientes, 12 presentaron, en el tiempo final,
sefales clinicas como pus en el conducto radicular, absceso y/o formacion
de fistula; 47 dientes denotaron lesion periapical en la radiografia.

El analisis histolégico de 10 dientes de ese grupo mostré reaccion
inflamatoria en la region periapical y formacion de abscesos con infiltracion
de granulocitos, neutrdfilos y células redondas, linfocitos y células
plasmaticas. Ademas, en el grupo B, también se encontré reabsorcion del
hueso adyacente.
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La cavidad bucal es una fuente abundante de microorganismos que puede
colonizar el sistema del conducto radicular posiblemente luego de la
formacion de un biofilm en el que el proceso infeccioso gane suficiente poder
para causar la subsiguiente destrucciéon de los tejidos pulpares. Con la
progresion de la infeccién pulpar, los microorganismos y sus productos que
estaban inicialmente contenidos en el lumen del sistema del conducto
radicular invaden la totalidad del sistema incluyendo tdbulos dentinarios,
ramificaciones y cemento radicular, pudiendo ocasionar la resorcién 6sea y

también la infeccién extrarradicular.®* 3" (Fig. 20)

Fig. 20 Entrada de microorganismos en la cavidad pulpar.”’

La infeccién del espacio pulpar puede sobrepasar las defensas y causar
pulpitis 0 necrosis pulpar. Esta provee un ambiente favorable para la
proliferacion bacteriana debido a la presencia de residuos organicos o
nutrientes, promoviendo un habitat selectivo para que los microorganismos
crezcan en biopeliculas. El tipo y concentracion de nutrientes, pH, productos
toxicos del metabolismo celular, van a influir en el establecimiento de un

biofilm dentro del sistema del conducto radicular.

41



Importancia del Biofilm en las enfermedades pulpares y periapicales.

Las bacterias forman biopeliculas primero sobre las paredes del sistema del
conducto radicular pero también en conjunto con los tejidos remanentes.
Existe poco conocimiento sobre el modelo por el cual se une a las paredes
del sistema del conducto radicular (SCR) y progresa a la destruccion de la
pulpa para la formacion de biopeliculas. Sin embargo se conoce que después
de la primera adhesion se va a formar rapidamente una capa de biopelicula
sobre la superficie.

Hay muchos beneficios para el estilo de vida comunitario de la bacteria en
una biopelicula. Por ejemplo, las bacterias funcionando juntas en estas
agregaciones son capaces de degradar nutrientes molecularmente complejos
que no podrian ser eficientemente eliminados por una bacteria
individualmente. De igual manera, el sinergismo bacteriano es crucial para la

adaptacion bacteriana al stress del ambiente.

En el sistema del conducto radicular los organismos prevalecientes pueden
evitar los efectos de la preparacion quimico-mecénica y de la medicacion
intraconducto por medio de adherencia a las superficies disponibles
formando biopeliculas. Si los microorganismos en el sistema del conducto
radicular cooperan como verdaderos compaferos esto debe ser

investigado.*®

Sin embargo, esto explicaria porque las poblaciones de biopeliculas en los
conductos sobreviven periodos de inanicion, como el Enterococos faecalis, y
se recupera rapidamente luego del incremento en el suplemento de
nutrientes. Durante estos periodos las bacterias modifican sus demandas
nutricionales, guardan energia facilitando su supervivencia, estas son

caracteristicas esenciales de un biofilm.
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Cuando la region periapical es colonizada por los microorganismos, el

huésped trata de eliminar la infeccion a través del sistema inmune. En este
punto se pueden ocasionar resorciones de cemento como producto de la
reaccion inflamatoria, promoviendo la formacién de un nicho microbiano
donde los microorganismos puedan ordenarse y organizarse ellos mismos en
asociaciones y producir una capa de exopolisacaridos, la cual va a ser
responsable de su resistencia a los medicamentos intraconducto, a las

defensas del organismo y a los antibiéticos.*® (Fig. 21)

Fig. 21 Lesion periapical.
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Se reporta la presencia de un fluido intersticial que facilita la adherencia de
los microorganismos y la subsecuente formacion de biopeliculas
extrarradiculares, favoreciendo la supervivencia de los microorganismos en

un ambiente propicio y manteniendo la patologia periapical. (Fig.22)

Pl

Fig.22 Formacién de biofilm extrarradicular.
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5. BIOFILM EXTRARRADICULAR

El mecanismo de formacion de un biofilm extrarradicular es complejo. Los
microorganismos pueden desarrollar mecanismos de resistencia y evasion de
la defensa inmunolégica y sobrevivir en los tejidos periapicales formando

biofilms. *°

Se ha reportado que las bacterias extrarradiculares pueden formar colonias o
agregados donde ellas son rodeadas por material extracelular. Los
agregados a veces tienen forma de granulos con didmetros de hasta 3 0 4
mm. La flora del sistema de conducto radicular de un diente obturado donde
el tratamiento ha fracasado, difiere marcadamente de la flora de los

conductos infectados por dientes no tratados.** (Fig.23)

Fig. 23 Biofilm extrarradicular.®®
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Con la progresion de la infeccion pulpar, los microorganismos, sus productos
y los subproductos, que estuvieron inicialmente en el lumen del sistema de
conducto radicular invaden éste. Esto puede favorecer a una reabsorcion
Osea Yy lesion periapical, asi como a una infeccién extrarradicular, como lo
reportado por Trostad et al.** en dientes con lesiones persistentes. La
superficie externa del apice radicular de dientes con necrosis pulpar con
lesion periapical radiograficamente visible tiene areas de resorcion de
cemento y dentina que pueden retener y ser colonizadas por
microorganismos. (Fig.24)

Fig.24 Progresion de la infeccion pulpar.

Los lipopolisacéridos y enzimas bacterianas son responsables por
reacciones que aumentan la infecciébn, promoviendo la inhibicion de la
quimiotaxia de neutrdéfilos y fagocitos, garantizando la migracion de enzimas
lisosébmicas. Participan en la respuesta inmunoldgica por activacion del
sistema de complemento, inducen la produccién de anticuerpos, ademas de
interferir en la sensibilidad antibiética, dando como resultado la permanencia

de lesiones periapicales dolorosas.

46



Microorganismos Gramnegativos tienen distintos factores de virulencia y
forman productos y subproductos que son toéxicos para los tejidos apicales y
periapicales. También contienen endotoxina en su pared celular.

La endotoxina o lipopolisacarido (LPS), presente en todas las bacterias
Gramnegativas, estd compuesta por polisacaridos (azucares polimerizados),
lipidos (complejos que contienen acidos grasos) y proteinas. El lipido A es la
region de la molécula de la endotoxina responsable de sus efectos téxicos.
En el sistema de conductos radiculares infectados, la endotoxina puede
contribuir a wuna mayor liberacion de sustancias vasoactivas de
neurotransmisores en la regién de las terminaciones nerviosas en los tejidos

periapicales, causando dolor. (Fig. 25)
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Fig. 25 Respuesta del huésped ante la inflamacion.
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El LPS estimula infiltrados de células mononucleares, produciendo

mediadores moleculares, entre ellos las citocinas y prostaglandinas. Entre
las citocinas se destacan las interleucinas 18 y 1a (IL-1B e IL- 1a), el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa) producidos por magfagos activados, y el
factor de necrosis tumoral beta (TNF(), el cual es liberado ptas T
activadas. Esos mediadores son activadores de osteoclastos; de esta
manera, participan en la reabsorcion 6sea y manifestacion expresiva en el

desarrollo de la lesién periapical. ** (Cuadro 1)

LIPOPOLISACARIDO

CITOCINAS

Interteucina 1 o

Interleucina 1 @

Factor de Necrosis Tumoral

Factor de migracion de macrofagos

Factor de activacion de los osteoclastos
Productos metabélicos del acido aracdonico
Prostaglandina E 2

VYVVYYYVYY

Cuadro 1. Factores de agregacion bacteriana.

En general, los principales factores etiologicos de las patologias periapicales
cronicas y refractarias son bacterias, sus productos metabdlicos y detritos de
tejido pulpar infectado que permanecen en los conductos laterales, en los

tubulos dentinarios y en materiales de obturacion endoddncica.
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Sunde P. et al. sefialan que las especies de Actinomyces tienen un papel
importante en el desarrollo de los granulos de azufre (Fig. 20) en los
granulomas periapicales, siendo unas bacterias pioneras para la posterior
adhesion y establecimiento de otras bacterias en ese sitio, para formar

biopeliculas en forma de granulos en los tejidos. *® (Fig. 26)

Fig 26. Granulo de azufre

Estudios realizados por Leonardo muestran que no existen microorganismos
en la porcion apical externa de la raiz de dientes sanos y en dientes con
necrosis pulpar sin lesion periapical radiograficamente visible, donde el
foramen apical y el cemento estuvieron intactos con grupos de fibras
entrelazadas e insertadas de colageno. Todos los dientes con necrosis
pulpar con lesion periapical cronica radiograficamente visible presentaron
microorganismos en las &areas de resorcion de cemento y adyacente al

foramen apical. **
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Asi como la presencia de cocos, bacilos y estructuras filamentosas, solos o
en asociacion, mostrando la heterogeneidad de colonizacién microbiana en
infecciones endodoncicas a largo plazo, como también lo reportado por

Sundqvist *°, Lomcali et al. “° y Trostand et al. *" (Fig.27)

Fig. 27 Presencia de cocos en la superficie externa radicular.

Se ha atribuido el fracaso del tratamiento endoddncico a la presencia de
biofilm extrarradicular, ya que los microorganismos rodeados por una matriz

extracelular o en la lesion periapical, son protegidos de las defensas del
huésped y de la terapia antibiética.
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6. ELIMINACION DEL BIOFILM DEL SISTEMA DE CONDUCTO
RADICULAR

El objetivo principal de la terapia endodoncica es la desinfeccion, limpieza y
conformacion del sistema de conducto radicular mediante el empleo de una
técnica de preparacién biomecanica (Crown-Down) que evite mandar restos

necréticos a los tejidos periapicales.

La reducciéon de la cantidad de microorganismos o de sus productos téxicos
se alcanza con el uso simultaneo y cuidadoso de soluciones irrigadoras e
instrumentacion del sistema de conducto radicular. *®

Por medio de la preparacion quimico-mecanica, se reduce la cantidad de
bacterias existentes en el sistema del conducto radicular, por el acto
mecanico de la instrumentacion, la accion antibacteriana de la sustancia
utiizada. También facilita la accion conformadora de los instrumentos
endodoncicos, para mantener las paredes hidratadas y ejercer una accion
lubricante. Sin embargo estudios citados por Goncalves J.* afirman que es
importante destacar que ninguna técnica de instrumentacion disponible es
capaz de remover toda la dentina infectada del conducto radicular;
consecuentemente es probable que algunos microorganismos permanezcan
en los tubulos dentinarios y otras variantes anatébmicas después de la

instrumentacion.
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El uso de ultrasonido ha sido propuesto como posible solucién al problema
de debridamiento y desinfeccion del sistema de conductos radiculares, ya
gue después de la completa instrumentacion manual o rotatoria ha mostrado

reducir el nimero de bacterias. *° (Fig.28)

Fig.28 Ultrasonido.

La accién de las limas y de las soluciones irrigadoras tienen solo un efecto
parcial y temporal sobre los microorganismos limitados al sistema del

conducto radicular principal. **

Se han propuesto soluciones como hipoclorito de sodio, EDTA, Clorhexidina,
MTAD, para la utilizacion durante el tratamiento endodoncico.
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6.1 HIPOCLORITO DE SODIO

El hipoclorito de sodio (NaOCI) es un compuesto halogenado, eficaz contra la
microbiota del conducto radicular, incluyendo aquellos microorganismos
dificiles de erradicar, como las especies Actinomyces y Candida.*

Las soluciones de NaOCI se usan a concentraciones variables entre el 0.5 y
el 5.25%. El NaOCI disuelve tejido organico (tejido pulpar y coladgeno). Tiene
un pH alcalino (12-13).

El Hipoclorito presenta algunas desventajas, es tdxico, no activo para
Enterococos feacalis, no permanece en el sistema del conducto radicular, es
inefectivo para remover la limalla dentinaria, es corrosivo, irritante e
inestable. (Fig.29)

EFECTO ANTIMICROBIANO DE SUSTANCIAS QUIMICAS

E. faecalis

Fig. 29 Efecto antlmlcroblano de sustancnas qwmlcas
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El &cido hipocloroso (HOCI) y los iones hipoclorito (OCI) presentan accion
de hidrolizar y degradar aminoé&cidos. (Fig.30)

REACCION DE NEUTRALIZACION
DE AMINOACIDOS

o H o
| " | i
R-C-0-C + NaOH &= R-C-0-¢ + H,0
il | \
NH, OH NH, Na
Aminoéacide Hidroxido Sal Agua
de Sédio

Fig. 30 Reacci6n de neutralizacién de aminoacidos.*

La reaccion de Cloraminacion entre el cloro y el grupo amino (NH;) de los
aminoacidos, con la formacién de la cloraminas, interfieren en el metabolismo

celular. (Fig.31)

REACCION DE CLORAMINACION

o Cl 0

| el
R-C-0-C + HOCI & R-C-0-C
[ieissy ' T
NH, OH NH, OH
Aminoacido Acido Cloramina
Hipocloroso

Fig. 31 Reaccidn de Cloraminacion.
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El elevado pH del hipoclorito de sodio interfiere en la integridad de la
membrana citoplasmica, promueve alteraciones biosintéticas, con inhibicion

enzimatica irreversible (accién oxidante).

Con la formacion de cloraminas ocurre interferencia en el metabolismo
celular, con oxidacién irreversible del grupo sulfhidrilo (SH) de enzimas

bacterianas.

En la actualidad, la solucion endoddncica con mejor efecto proteolitico es la
de NaOCI, a pesar de que no cumple con todos los requisitos del irrigante
ideal. La solucion al 1 % es efectiva para disolver tejido y proporcionar un

efecto antimicrobiano. (Fig.32)

Fig.32 Irrigacion con hipoclorito de sodio.

Se realiz6 un estudio aumentando la temperatura del hipoclorito de sodio.
Este mostr6é un aumento en su accion antibacteriana. Una solucion de NaOCI
al 0,5% calentada a 45°C disolvi6 el tejido pulpar con la misma eficacia que
la solucion al 5,25% usada como control positivo. El calentamiento a 60°C
condujo a la disolucion casi completa del tejido. Los estudios demuestran
que 1 minuto a 47°C es el limite en el que los osteoblastos todavia pueden
sobrevivir; sin embargo, las temperaturas mas altas pueden ser suficientes

para destruir a estos y otras células del huésped.
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Ademas, el calentamiento del NaOCl a 50°C o a 60°C aumenta la disolucién
de coladgeno y la capacidad de desinfeccion, pero también puede ocasionar
dafios importantes en los instrumentos convencionales y de NiTi, causando

corrosion de la superficie metalica. (Fig.33)

Fig.33 Horno calentador de hipoclorito

Cerca del 40 a 60% de los conductos aun contienen bacterias cultivables
después de la preparacion quimico-mecanica con diferentes concentraciones
de NaOCI. Esto es debido a que los instrumentos tienen un disefio y una
rigidez que les permite actuar solo en el conducto principal, ya que el NaOCI
permanece en el conducto por un periodo corto de tiempo, lo cual podria ser
insuficiente para alcanzar otras areas, incluyendo irregularidades, istmos,

deltas apicales. >

El NaOCI activado ultras6nicamente por un minuto mejoro significativamente
los valores totales de limpieza de los conductos. La alta energia generada
por la unidad de ultrasonido, y el uso del hipoclorito de sodio resultd en
conductos estadisticamente méas limpios. El uso de una aguja de irrigacion
ultrasonica permite la continua deposicion y renovacion de la solucion
irrigante dentro del conducto, lo que difiere de estudios previos donde el

irrigante es llevado solamente hacia la cavidad de apertura coronal. >3
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6.2 CLORHEXIDINA

Otra solucion utilizada como irrigante y/o medicamento entre sesiones en la
terapéutica endoddncica es la clorhexidina, la cual es un antimicrobiano de
amplio espectro efectivo contra bacterias Gramnegativas y Grampositivas. Es
un agente catidénico (grupo biguanida; 4-clorofenil radical). Su naturaleza
cationica promueve la conexiébn con el grupo amoniaco en la superficie
bacteriana (grupos fosfatos del acido teicoico en las bacterias Grampositivas
y lipopolisacaridos en bacterias Gramnegativas), siendo capaz de alterar su
integridad. La alteracién de la permeabilidad de la membrana citoplasmética
causa precipitacion de proteinas citoplasmaticas por alterar el balance
osmotico de la célula, interferir en el metabolismo, crecimiento, division

celular, inhibir la enzima ATPasa e inhibir el proceso anaerobio.>* (Fig. 34)

—_— HNH NH HNH NH H OH H H
{ (_/;] N-C-N-C-N¢(CHz)s -NEN-C-N- { (j cim 2| Hooct—-Et—C¢—E-cHzOH |
i L i 1 L} 1 i 1 i
H H H H H H ~— OHH OH OH

Fig 34 Composicion de la Clorhexidina.
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Entre sus principales propiedades y para su aplicacion en Endodoncia se

destacan las siguientes:
1) Efecto bactericida y bacteriostético.
2) Actividad antimicrobiana de amplio espectro.
3) Sustantividad (capacidad microbiana a largo plazo).

Su efecto bactericida se refiere a que en altas concentraciones la
clorhexidina induce la precipitacion o coagulacion del citoplasma celular. La
actividad antimicrobiana de la clorhexidina se debe a que es absorbida por la
pared celular causando ruptura y pérdida de los componentes celulares. (Fig.

35)

Fig. 35 Clorhexidina

En bajas concentraciones, sustancias de bajo peso molecular, como el
potasio y el fésforo pueden disgregarse ejerciendo un efecto bacteriostatico,

el cual ocurre debido a la lenta liberacion de la clorhexidina.
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La clorhexidina posee actividad antimicrobiana de amplio espectro debido a

que es activa contra un amplio rango de organismos Grampositivos,
Gramnegativos, levaduras, hongos, microorganismos anaerobios facultativos

y aerobios. (Fig. 36)

Fig. 36 Clorhexidina.

La sustantividad se debe a que el gluconato de clorhexidina es adsorbido por
la hidroxiapatita de la superficie dental y las proteinas salivales y es
subsecuentemente liberado cuando disminuye la cantidad del mismo en el

medio bucal.

La clorhexidina no posee poder de disolucién de materia organica como el
hipoclorito de sodio, pero su actividad antimicrobiana permanece durante

varias horas después de la instrumentacion.

Se han realizado varios estudios sobre el poder antimicrobiano de la

clorhexidina.
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Delany et al. sostienen que la solucion de clorhexidina al 0,2% es un agente

antimicrobiano efectivo cuando es utilizada como solucion irrigante de los
conductos radiculares debido a que reduce drasticamente la flora bacteriana
dentro del conducto radicular después de la instrumentacién. Hubo total
eliminacién de microorganismos cultivables en un 70% de los dientes
unirradiculares y en un 80% de los multirradiculares al dejar la clorhexidina

dentro del conducto radicular luego de la instrumentacién. >°

En un estudio in vitro realizado por Leonardo et al, la solucién de gluconato
de clorhexidina al 2.0% ejercid6 su actividad antimicrobiana sobre
microorganismos que han sido asociados a casos de infecciones
endoddncicas persistentes o resistentes al tratamiento, como el Estafilococos
aureus, Pseudomona aeroginosa, Estafilococos epidermidis, Enterococos
faecalis y Candida albicans. El Enterococo faecalis es el microorganismo

mas cominmente aislado en los conductos infectados. °°

White et al. revelaron que la clorhexidina se continta liberando entre 48y 72

horas después de la instrumentacion.”’
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6.3 EDTA

El &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) es una sustancia quelante
descalcificadora usada en forma de gel o de solucion al 17% durante la
instrumentacién de los conductos radiculares. Permite crear un complejo de
calcio estable con el barrillo dentinario, la capa de detritos y depdésitos
célcicos a lo largo de las paredes de los conductos, ayudando a prevenir un
bloqueo apical y contribuir a la desinfeccion, al mejorar la difusion de
soluciones. Abre los tdbulos dentinarios para permitir una mejor penetracion

de los desinfectantes. *® (Fig 37)

Fig.37 Accion del EDTA en los tubulos dentinarios.
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6.4 MTAD

El MTAD es una solucién de irrigacion lanzada recientemente que contiene
doxiciclina, &cido citrico y un detergente tensoactivo (TWEN 80). Los
experimentos realizados in Vitro indican que el MTAD tiene la capacidad para
eliminar la capa de barrillo dentinario, pero todavia no se han demostrado los

beneficios clinicos.> (Fig. 38)

Fig. 38 MTAD

Se ha reportado la combinacién de diferentes soluciones irrigadoras con la

finalidad de sumar los efectos quimicos de las soluciones utilizadas.

Bystrom & Sundqvist investigaron el efecto antibacteriano del hipoclorito de
sodio al 0.5% comparado con la solucién fisiolégica en 30 dientes humanos
con necrosis pulpar. En este experimento se aislaron 169 cepas bacterianas
diferentes cuando se utilizé la solucion fisiolégica y 89 cepas bacterianas
distintas cuando se utiliz6 hipoclorito de sodio al 0.5%. Los autores
concluyeron que el hipoclorito de sodio al 0.5% fue mas efectivo para la

irrigacion de conductos radiculares que la solucion fisiolégica.®
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Bystrom & Sundqvist también analizaron la eficacia antimicrobiana del

hipoclorito de sodio al 0,5% , al 5%, y el hipoclorito de sodio al 5% asociado
al EDTA. Se utilizaron 60 dientes humanos con necrosis pulpar, los cuales
fueron divididos en tres grupos. Los dientes fueron instrumentados con el uso
de las soluciones y, en seguida, posteriormente al secado del conducto
radicular fueron sellados provisionalmente. Con las muestras analizadas se
pudo concluir que el uso de hipoclorito de sodio asociado al EDTA presento
mejores resultados, debido a que se retird la limalla dentinaria de las paredes

del conducto radicular. °*

Un factor importante es el volumen del irrigante. En un estudio se evalué el
efecto de cantidades diferentes de liquidos, se observé que el volumen de
irrigante afectaba a la limpieza del conducto radicular. El NaOCl y el EDTA
administrados en  volimenes mayores  produjeron  superficies
significativamente mas limpias del conducto radicular que los volimenes
menores. Otra factor que hay que tomar en cuenta es que la mayoria de las
soluciones desinfectantes son inhibidas o incluso inactivadas por el contacto
con dentina o polvo de dentina durante la preparacion del conducto radicular.
Ademas, se producen interacciones quimicas entre las soluciones de
irrigacion; por ejemplo, el NaOCI puede inactivarse si entra en contacto con
EDTA.%
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Una combinacion de hipoclorito de sodio y clorhexidina se ha propuesto para

mejorar sus propiedades antimicrobianas (Fig. 39). Sin embargo, en un
estudio realizado por Basrani® se observé que la combinacién de estas dos
sustancias resulta en la formacion de para-cloroanilina (PCA), un precipitado
que se forma cuando ocurre una substitucion del grupo de guanidina en la
molécula de clorhexidina, ya que al ser mezclada con hipoclorito, sus
moléculas se hidrolizan en pequefios fragmentos, cada uno forma un

producto. (Fig.39)

Clorhexidina al 2.5% NaOCl al 2.5%
# Glucanaio de = Hipodariin
Clorhexidina de sodio
¥ Hora ® Hora
micobiana microlamn

Fig. 39 Efecto de la Clorhexidina y el Hipoclorito de Sodio sobre a flora microbiana.

Los estudios han reportado que la para-cloroanilina es téxica. Al ser una
amina aromética el principal efecto toxicolégico es la formacién de
metahemoglobina. La exposicion a corto plazo de PCA en humanos resulta
en cianosis la cual es una manifestacion por la formacion de

metahemoglobina.
Estudios en ratas muestran que el sistema hematopoyético es el objetivo y el

sitio de predileccién atacado por la PCA.

En 1991 reportaron que la PCA es carcinogénica debido al incremento de

sarcomas en el bazo.
En ratones machos hubo un aumento en el caso de carcinoma hepatocelular

y hemangiosarcomas del bazo.
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Estos estudios sugieren que la clorhexidina tiene efectos téxicos sobre las
células humanas y tejido de granulacién. Concentraciones de clorhexidina
inferiores a las utilizadas en odontologia han reportado causar dafio celular,
muerte celular y la inhibicion de la sintesis de proteinas en cultivos de

fibroblastos humanos.

Debido a estas investigaciones realizadas, es importante reducir al minimo la

formacién de este compuesto.

6.5 PROTOCOLO DE IRRIGACION

1. Hipoclorito de Sodio al 3%. (Fig.40)

2. Neutralizar con agua bidestilada o suero fisiologico.
3. EDTA al 17%.

4. Neutralizar con agua bidestilada o suero fisioldgico.

5. Colocar apdsito de hidroxido de calcio entre citas.

Fig. 40 Irrigacion.

6.6 MEDICACION INTRACONDUCTO.
La medicacién intraconducto se caracteriza por la colocacion de un farmaco

en el interior de la cavidad pulpar entre las sesiones necesarias para la

conclusioén del tratamiento endoddncico.
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La medicacién intraconducto sera un auxiliar en la desinfeccién del sistema

de conductos radiculares, sobre todo en lugares inaccesibles a la
instrumentacién, como las ramificaciones del conducto principal y los tubulos

dentinarios *.

6.6.1 Hidroxido de calcio

El hidroxido de calcio Ca (OH;) representa un auxiliar en la terapéutica
endodoncica, se utiliza en diversas situaciones clinicas por su poder

antiséptico y su propiedad de estimular o crear condiciones favorables para

la reparacion. (Fig.41)

7 Mo
5, h‘

Fig. 41 Hidroxido de calcio

Fue introducido en Endodoncia por B. W. Herman en 1920. El hidroxido de
calcio es un polvo blanco alcalino, poco soluble en agua. Se utiliza
normalmente a temperatura corporal, menos del 0.2% se disocia en iones de

calcio e hidroxilo. (Fig. 42)
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Para usarlo como medicacion intraconducto entre sesiones, el hidroxido de
calcio se mezcla con un vehiculo, preferentemente acuoso o hidrofilico (agua
estéril, solucion fisioldgica, propilenglicol, polietilenglicol, entre otros), para
conformar una suspension con pH aproximado de 12.4. Aunque existen los
vehiculos antes mencionados para mezclarlos con el polvo, la presencia de

agua es fundamental para que se produzca la disociacion ionica.

Disociacioniidnica del Ca(OH),

Ca(OH), = Ca? +OH
1n Ca2* = 40,08

1"OH-= 17,0 == 2" OH-= 34,0

17 Ca(OH), = 74,08

Fig. 42 Disociaciéon del Hidréxido de calcio.

En una suspension acuosa, a 15°C de temperatura, la disociacion de apenas
0.17% del hidroxido de calcio es suficiente para producir el pH elevado de
12.4. Asi, en una pasta de éste farmaco habra abundante disponibilidad de
iones calcio e hidroxilo, capaces de sustentar su accién por periodos

prolongados.

En el tratamiento de dientes con necrosis pulpar, la indicacion para el uso de
hidréxido de calcio como medicacion temporal entre sesiones se funda en su

accion antiséptica reconocida.
Al colocarlo en el interior del conducto y en presencia de agua se produce la

ionizacién del hidréxido de calcio y por consiguiente, la alcalinizacion del

medio.
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Al llegar al interior del los tubulos dentinarios, los iones hidroxilo modifican el

pH de la dentina, lo que provoca la destruccion de la membrana celular de
las bacterias y de sus estructuras proteicas. La alteracion del pH de la masa
dentinaria torna inadecuado el medio para la supervivencia de la mayoria de

los microorganismos de la flora endoddncica.

El hidroxido de calcio actia sobre las endotoxinas bacterianas; hidroliza la
porcion lipidica del lipopolisacérido (LPS), presente en la pared celular de las
bacterias Gramnegativas, y neutraliza su accion estimulante sobre el proceso
de reabsorcion del tejido 6éseo. Su accion en el proceso de reparacion de
esos tejidos se relacionara con su capacidad para eliminar los
microorganismos y crear un ambiente con condiciones propicias para la

reparacion, lo que no ocurre en presencia de contaminacion.®

68



7. IMPORTANCIA DE LA BIOLOGIA MOLECULAR.

En Endodoncia, los conceptos predominantes son todavia en gran medida
basados en los resultados de los estudios de cultivo clasico. Sin embargo, se
han empezado a utilizar métodos moleculares, y una nueva comprension de

las infecciones endoddncicas esta actualmente en evolucion.

Los fundamentos de los métodos moleculares que se han aplicado a la
Microbiologia oral son los siguientes: sondas de ADN (técnicas de
hibridacion ADN-ADN), PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa), PCR

multiple, deteccion de ARNr 16S, proteémicay genémica.®®

La primer técnica de biologia molecular que se utilizé fue la sonda de &cidos
nucleicos, Con ella se detecta si en un microorganismo aislado o muestra
clinica existe un trozo o fragmento (exclusivo de una especie microbiana) de
ADN o ARN denominado diana. La deteccion se realiza mediante union entre
el trozo del &cido nucleico del microorganismo a detectar (diana) y un
oligonucledtido sintético (cadena de ADN de varios nucleétidos) con una
secuencia de bases complementaria a la diana. Se denomina sonda al
oligonucledtido complementario de la diana. 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 se producira la

union entre la sonda y la diana.

La PCR permite obtener multiples copias de una secuencia diana de ADN

mediante un proceso de amplificacion.
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Las PCR multiples son reacciones que consiguen detectar de forma
simultdnea y en un unico tubo diferentes secuencias diana, permitiendo la
deteccién e identificacion simultanea de distintos genes de una misma

bacteria o de diferentes especies en una sola muestra clinica.

El ARN ribosomico o ribosomal 16S es la macromolécula mas ampliamente
utilizada en estudios de filogenia y taxonomia bacterianas para establecer las

relaciones filogenéticas dentro del mundo procariota.

La gendmica proporciona la secuencia en un ADN, los elementos

reguladores y la expresiéon 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 fisioldgicas, lo que ofrece una vision de
los cambios fenotipicos que sufre un microorganismo en funcion de las

circunstancias que los rodean.
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Asi, la infeccién del conducto radicular es claramente mas compleja de lo

revelado solo por los métodos de cultivo (Cuadro 2), y microorganimos no
identificados previamente y sin cultivar, han sido detectadas por métodos
moleculares. Una estimacion razonable en la actualidad es que el canal
radicular infectado contiene no menos de 10, sino mas bien entre 10 y 50
especies de bacterias, que coinciden ademas con el nimero de especies de
bacterias que normalmente se encuentran en una muestra de placa dental y

en diferentes lugares de la cavidad oral .®’

Anaerobios Aero-Micro-Facultativos**

Cocos Gram + Peptostreptococcus Cocos Gram + Streptococcus
Enterococcus

Actinomyces Actinomyces
Bacilos Gram + Eubacterium Bacilos Gram + Lactobacillus _
Propionibacterium Corynebacterium
Cocos Gram - Veillonella Cocos Gram — MNeisseria
Porphyromonas Bascilos Gram - Capnocytophaga
Prevotella Eikenella
Bacilos Gram — Fusobacterium

Sefenomonas
Campylobacter

Espiroquetas Treponema

Levedura Candida

Cuadro 2 Microorganismos de importancia en las infecciones endoddncicas.

Un hallazgo interesante también en los estudios con técnicas moleculares es
que la microbiota de los conductos radiculares infectados parece ser muy
similar a la flora de la bolsa periodontal en pacientes con enfermedad
periodontal activa.
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Asi, por medio de técnicas moleculares, fueron identificadas por primera vez

dentro de los canales radiculares infectados, o se detectaron en mayor
namero, las siguientes bacterias: Prevotella tannerae, Actinomyces
radicidentis, especies de Olsenella, Dialister pneumosintes, Maltophilum
Treponema, T. amylovorum, T. medio y T. lecithinolyticum.

La mayoria de las especies se consideran comensales, un pequefio grupo de
ellas se comporta como patdégenos oportunistas en la propia cavidad oral,
otras pueden causar infecciones sistémicas como endocarditis, neumonia
por aspiracion, osteomielitis en nifios y, finalmente, algunas también podrian
estar implicadas en la patogenia de la obstruccion coronaria y la trombosis

cerebral a través de su contribucién a la formacion de placas de ateroma.
Actualmente, y gracias a técnicas de biologia molecular, empezamos a

conocer a través de estudios sistematicos parte de esa flora oral hasta ahora

desconocida.
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CONCLUSIONES:

1. El biofilm es el principal agente etiolégico de las enfermedades
pulpares y periapicales. Su componente principal es el

exopolisacarido.

2. Los exopolisacaridos son producidos por las mismas bacterias y
pueden actuar como fuentes de nutrientes para estas, inhibir

funciones y permitir el desarrollo bacteriano.

3. El biofilm cuenta con mecanismos de comunicacion interbacteriana
(quérum sensing), mecanismos de coagregacion entre célula y célula

(que le ayuda a mejorar sus redes de alimentacion).

4. El trayecto més frecuente de invasion por un biofilm en el sistema del
conducto radicular y en los tejidos periapicales es la via coronaria

(caries dental).

5. Cuando el biofilm infecta el sistema del conducto radicular presenta el

potencial de estimular la inflamacién periapical.

6. El LPS tiene la propiedad de activar mediadores de la inflamacién
como las interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, factor de activacion de
macrofagos, factor de atraccion de osteoclastos, factor de necrosis
tumoral (TNF).
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7. Estos mediadores de la inflamacion pueden participar en la

reabsorcion 6sea y en el desarrollo de la lesion periapical.

8. EIl conocimiento del biofilm nos permite conocer que no estamos ante
una bacteria, sino ante comunidades bacterianas bien organizadas
que requieren de un adecuado diagnéstico, preparacion, limpieza y
conformacion del sistema del conducto radicular para lograr mejores

técnicas de eliminacion.

9. Y con esto evitar dafio hacia los tejidos periapicales, ya que el biofilm
es capaz de inhibir funciones importantes como quimiotaxis,

fagocitosis y penetracion de antibiéticos.

10.Durante los ultimos afios la biologia molecular se ha orientado a
identificar los genes y enzimas responsables de la transicion célula
planctonica biofilm con el objetivo de poder degradar la matriz de

exopolisacaridos.
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