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I. Introduccion

Los microorganismos pueden encontrarse en la naturaleza, libres en un medio
liguido como bacterias en estado plancténico, o en colonias definidas como
biopeliculas. Se ha encontrado que el 99% de todas las células bacterianas existen

en forma de biopeliculas y tan sélo el 1% vive en estado plancténico.

Las biopeliculas microbianas son comunidades complejas de microorganismos
gue se encuentran adheridos a una superficie sélida y coagregados entre si, que por
medio de sefiales quimicas se organizan y forman una estructura cubierta por una
matriz de polisacaridos, que estos mismos producen. Esta matriz constituye el 85%
del volumen total de una biopelicula, se compone en un 80% de agua y un 20% de
materia organica e inorgdnica. Las caracteristicas de una biopelicula dependen de
las especies microbianas que la conforman, de la composicién y estructura de la

superficie, y de la capa que recubre la superficie sobre la que se forman.

La biopelicula al estar compuesta por multiples especies que interactian
entre si y con su medio ambiente, brinda una proteccidn frente a los cambios que
puedan presentarse en su medio, les permite la obtencidn de nutrientes y facilita la
eliminacion de desechos. Por lo que, la formacién de biopeliculas es considerada un

medio de supervivencia de células procariontes.

El establecimiento de una comunidad se considera esencial para el
crecimiento y la supervivencia microbiana en la cavidad bucal, muchas de las
enfermedades infecciosas que se presentan en ella son causadas o exacerbadas por
dichas biopeliculas microbianas y la respuesta inmune del huésped. Como ejemplo
de esto, tenemos a las infecciones periapicales donde su etiologia principal esta
relacionada con los microorganismos provenientes del conducto radicular necrético
y de la interaccion de estos con las células del sistema inmune localizadas en los

tejidos periapicales.




Los microorganismos patégenos que invaden el tejido pulpar pueden
asociarse y promover el desarrollo de una biopelicula intraconducto, asi como
inducir y prolongar el proceso inflamatorio hasta la muerte del tejido pulpar. Estos
microorganismos posteriormente pueden diseminarse fuera de conducto radicular y
provocar una respuesta inflamatoria en los tejidos periapicales, como consecuencia
de esto se desarrollard un proceso infeccioso y una lesidn periapical. La evidencia
cientifica indica claramente que los microorganismos son esenciales para la

progresién y persistencia de diferentes formas de infeccidn periapical.




II. Justificacion

La descripcidn bibliografica que se enfoca al estudio de la microbiota que
puede conformar la biopelicula intraconducto y la biopelicula extrarradicular, nos
permitira ayudar al entendimiento de cuales son las relaciones interbacterianas que
garantizan la supervivencia de los microorganismos dentro de los conductos
radiculares, asi como las caracteristicas que les permite adherirse, colonizar e
invadir eventualmente los tejidos dentales y periapicales. Tomando en cuenta que
estas caracteristicas son primordiales en el inicio y progresidon de las lesiones
periapicales, esta informacién en la practica clinica, nos guiard en el diagndstico y

tratamiento dirigido a la etiologia microbioldgica especifica de infecciones pulpares.
III. Objetivos

Objetivo general

Conocer y comprender la importancia de las interrelaciones existentes entre
los microorganismos que conforman la biopelicula intraconducto, y su relaciéon con

las infecciones periapicales, por medio de una revisidn bibliografica.
Objetivos especificos

1. Definir que es una biopelicula y describir su conformacién estructural por
medio de articulos de coagregacidn y formacién de biopeliculas orales.

2. Conocer los microorganismos presentes en el conducto radicular y como
conforman la biopelicula intraconducto en estudios microbiolégicos de
reciente aparicion.

3. Determinar la importancia de la biopelicula intraconducto y su relacién
directa o indirecta con la microbiota e infeccién de los tejidos periapicales.

4. Determinar la importancia de la estrecha relacidn anatomo-fisioldgica que
existe entre el tejido pulpar y periapical que puede favorecer a la

diseminacion de microorganismos de un tejido a otro, ante una infeccion.




IV. Desarrollo
1. Biopeliculas microbianas

1.1. Antecedentes

Aunque durante mucho tiempo se sospechd de la existencia de criaturas
demasiado pequefias para ser percibidas a simple vista, su descubrimiento estuvd
relacionado con la invencion del microscopio. Robert Hooke en 1665, escribié un
libro dedicado a observaciones microscépicas titulado Micrographia, en el describio
los cuerpos fructificantes de los mohos, representando la primera descripcion
conocida de los microorganismos. En 1676, Anton Van Leeuwenhoek, que ya
conocia el trabajo de Hooke, empleé microscopios simples de luz que el mismo
construyd para examinar el contenido microbiano de varias sustancias naturales,
siendo asi el primero en describir la presencia de microorganismos adheridos a las
superficies dentales, a los que denomind “animalculos”, que mas tarde se les daria
el nombre de bacterias. Pasados los afios, sus observaciones fueron confirmadas
por otros investigadores. En el siglo XIX, cuando los microscopios fueron mejorados
y se generalizé su uso, fue asi como el estudio de la vida microbiana se retomd

[Madigan 2009].

La adhesién microbiana a superficies ha sido reconocida por varias décadas.
Ya por los afios 70, los microbidlogos plantearon que, probablemente, la mayor
parte de las bacterias en la naturaleza existia en estado de biopeliculas [Thomas
2006; Donlan 2002]. En el afio de 1978, Costerton y cols., describieron la presencia
de comunidades bacterianas embebidas en una matriz de glucoproteina unidas a
superficies en contacto con el agua, postulando que las biopeliculas podrian ser la
explicacion para los mecanismos por los cuales los microorganismos se adhieren a
superficies vivientes e inertes, diferencidandose profundamente de sus homologas
gue se encuentran suspendidas en un medio liquido, es decir, en su forma

plancténica [Costerton 1978].
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Gibbons en 1978, realizé los primeros informes de la relevancia clinica de lo
que hoy conocemos como las biopeliculas bacterianas cuando publicé sus
observaciones sobre el papel de la formacién glicocdlix en los dientes por
Streptococcus mutans. A medida que la relevancia clinica de la formacién de
biopeliculas bacterianas cada vez era mas evidente, el interés por saber de este

fendmeno aumento [Jefferson 2004].

El concepto de biopelicula aparece con Costerton en los afios 90, un concepto
microbioldgico que posteriormente se adaptd a la odontologia, y segun el cual “la
placa dental es un modelo de comunidad organizada compuesta de bacterias,
adheridas a una superficie sélida, bafiadas por un medio liquido, que necesitan de
sistemas de comunicacion, de nutricion, autodefensa y competencia interbacteriana

para que se mantengan" [Costerton 1995].

Donlan en el 2002, efectué una descripcidn ampliamente aceptada de
biopelicula, estableciendo que "es una comunidad microbiana sésil, caracterizada
por células que estdn adheridas irreversiblemente a un sustrato o interfase, o unas
con otras, encerradas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que
ellas han producido, y exhiben un fenotipo alterado en relacion con la tasa de

crecimiento y trascripcion génica" [Donlan 2002].

La observacion directa de la mayoria de los hdbitats naturales de los
microorganismos ha demostrado que estas biopeliculas  tienen funciones
cooperativas relativamente complejas y coordinadas aunque la mayoria de los
microorganismos pueden tener una existencia plancténica, con un estilo de vida
independiente en los cuales sus funciones forman asi parte integral de una

comunidad [Thomas 2006].

Con la llegada del microscopio electronico consiguié lograr un examen
detallado de las biopeliculas. En las ultimas dos décadas gran parte del trabajo

realizado para la descripcion de estas se basd en la microscopia electrdnica de
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barrido. Recientemente, dos grandes avances han incrementado substancialmente
la comprensién de las biopeliculas: la utilizacién del microscopio laser confocal que
ha permitido caracterizar la ultraestructura de una biopelicula y la investigacidn de
los genes involucrados en la adhesidn celular y la formacién de una biopelicula

[Nazar 2007].

Sin embargo, para la terapéutica de la mayoria de las infecciones humanas
continua basandose en el estudio de las minoritarias bacterias planctdnicas, debido
entre otras razones, a que la investigacion de las biopeliculas microbianas es mas
dificil que aquéllas respecto a los microorganismos plancténicos [Donlan 2002;

Thomas 2006].
1.2. Definicion de biopelicula

La biopelicula se define como un modo de crecimiento microbiano complejo y
organizado, donde una o mdas comunidades de células microbianas interaccionan de
manera dindmica entre si; se unen a un sustrato sélido y también a otras células o
comunidades. Estas a su vez, se encuentran embebidas en una matriz compuesta de
sustancias poliméricas extracelulares que estos mismos producen, proteinas, acidos
nucleicos y lipidos [Flemming 2010]; esta matriz juega un papel importante en la
estructura de una biopelicula, en la agregacién y en la plena expresion de la

virulencia de varios microorganismos patégenos [Costerton 1994; Branda 2005].

La existencia y formacién de una biopelicula permite que los microorganismos
(bacterias e incluso hongos) se multipliquen sobre una superficie, asegurando su
supervivencia en su medio, por esta razén se considera como un mecanismo de
proteccion y defensa microbiana. Las biopeliculas también pueden facilitar el
procesamiento y absorcion de nutrientes, alimentacion cruzada (una especie le
proporciona nutrientes a otra), eliminacion de productos metabdlicos
potencialmente dafiinos (a menudo, mediante la utilizacion por otras bacterias) y el

desarrollo de un entorno apropiado [Socransky 2002].
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1.3. Formacidn y desarrollo de una biopelicula

Los microorganismos pueden formar biopeliculas sobre cualquier superficie
que esté cubierta por un liquido que contenga nutrientes. Los tres componentes
principales que intervienen en su formacidon son las células microbianas, una

superficie sélida y un medio fluido.

Los microorganismos que viven en una biopelicula deben tener los siguientes

cuatro criterios [Caldwell 1997]:

Poseer la habilidad de auto-organizarse (autopoiesis).
Resistencia a las perturbaciones ambientales (homeostasis).

Ser mas eficaz en una asociacién que en el aislamiento (sinergia).

P w N

Responder a los cambios del medio ambiente como una unidad en lugar de

un solo individuo (comunalidad).

Por lo tanto, para que una bacteria pueda convertirse en un miembro
productivo de una comunidad debe diferenciarse y asociarse a la biopelicula,
reprimiendo la sintesis del flagelo que podria desestabilizar su estructura; y

producir exopolisacaridos que la refuercen [Watnick 2000].
La formacidén de biopeliculas se produce en 5 etapas:

e Etapa 1: Adsorcion de moléculas inorganicas y organicas a la superficie sélida
(acondicionamiento de la superficie). Cambia las propiedades quimicas vy fisicas
de la interfase superficie/fluido, tornandola mas adecuada para la adhesién
microbiana.

e Etapa 2: Adhesidon de las células plancténicas a la superficie acondicionada.
Existen factores que pueden afectar la unién microbiana como pH, temperatura,
energia superficial, la disponibilidad de nutrientes, tiempo de contacto de los

microorganismos, carga de la superficie celular microbiana e hidrofobicidad de
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la superficie. La interaccién de los microorganismos con la superficie puede
ocurrir en tres formas:
a) Transporte del microorganismo a la superficie puede estar mediada por
fimbrias, pilis, flagelos y exopolisacaridos (EPS).
b) Adherencia microbiana a la superficie no especifica. Se puede dar por la
atraccién electrostdtica, covalente, enlaces de hidrégeno, fuerzas de van
der Waals e interaccidén hidréfoba.
c) Adherencia microbiana al sustrato de forma especifica (adhesina-
receptor). La adhesina o ligando de la superficie celular microbiana se une
a los receptores de la superficie o sustrato.
Etapa 3: Desarrollo y extension de la biopelicula. La monocapa de microorga-
nismos atrae colonizadores secundarios que forman microcolonias y la coleccién
de microcolonias da lugar a la estructura final de la biopelicula [Costerton 1999;
Cowan 1987].
Etapa 4: Maduracién de una biopelicula. Se forma una arquitectura compleja
con pilares, canales de agua, poros y redistribucidon de microorganismos sobre la
superficie como se observa en el esquema (Fig. 1). La densidad poblacional y la
complejidad de la biopelicula aumenta a medida que los microorganismos
adheridos se replican y mueren; ademas los componentes extracelulares de los
microorganismos interactian con las moléculas organicas e inorgdanicas
presentes en el medio ambiente circundante [Davies 1998].
Etapa 5: Liberacién de células de la biopelicula (individuales o en grupo). Es un
evento fisiolégicamente regulado, la necesidad de nutrientes o la presencia de
sustancias agresivas puede conducir al desprendimiento de células en busca de
ambientes dptimos. El desprendimiento se puede dar por tres mecanismos:

a) Erosién: Remocidn continla de pequefias partes de la biopelicula.
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b) Separacion: Remocién rapida y masiva. La separacién es menos
frecuente que la erosidon, se cree que deriva de la disminuciéon de
nutrientes u oxigeno (O;) en el interior de una biopelicula voluminosa.

c) Abrasion: Liberacidn por colisidon de particulas suspendidas en el liquido

circundante con la biopelicula. [O'Toole 2000].

Las células de la biopelicula dispersadas pueden revertir su estado a un
crecimiento planctdnico y de esta manera, el desarrollo de vida de una biopelicula
se transforma en un ciclo completo, como podemos observar en el esquema (Fig.2)

[Sauer 2002].

También podemos
encontrar células plancténicas
gue mantienen su asociaciéon
con la biopelicula durante
largos periodos de tiempo,

nadando entre los pilares vy

que pueden permanecer o

Figura 1. Representacion de una biopelicula madura.
Formacién de una arquitectura compleja con pilares, canales, salir de ella con el propdsito
poros y redistribucion de microorganismos en el sustrato.

de ocupar nichos distintos
dentro de la biopelicula o de compartir su material genético en respuesta a las
condiciones del medio [Watnick 2000]. El abandono de la biopelicula se puede dar
por medio de enzimas que les puedan permitir una salida a los microorganismos

[Allison 1998].

El medio ambiente en una biopelicula no es homogéneo, por lo que, los
diferentes microorganismos que lo conforman responden a las condiciones de sus
microambientes especificos presentandose diferentes patrones de crecimiento. La

cooperacion fisioldgica es el factor principal que ayuda a conformar su estructura y
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al madurar las convierte en comunidades microbianas eficientes [Donlan 2002] y

resistentes al sistema inmune del huésped [Leid 2005].

1.Adsorcion de moléoulas orgénicas. 3.Adhesion Irreversible
Acondicionamiento de la superfice  2-Adhesion Comunicacin
Reversible cblula-ctliia y produccion

2 \/"'

de material EPS

Figura 2. Esquema representando las etapas presentes durante el desarrollo de una
biopelicula sobre un sustrato. 1) Adsorcion de moléculas inorganicas y organicas a la
superficie solida (acondicionamiento de la superficie). 2) Adhesion de las células
planctonicas ala superficie acondicionada. La adherencia microbiana al sustrato no se
produce de manera especifica. 3) Adherencia microbiana al sustrato de forma especifica
(adhesina-receptor). La adhesina o ligando en la superficie celular bacteriana se une a los
receptores del sustrato. Desarrollo y extension de la biopelicula. 4) Maduracion de la
biopelicula. Se forma una arquitectura compleja. 5) Liberacion de células (individuales o en
grupo) de la biopelicula o sustrato.

1.4. Mecanismos de adaptacion de una biopelicula

Los microorganismos que conforman una biopelicula tienen una serie de
estrategias para asegurar su permanencia sobre una superficie. La formacién de una
biopelicula les permite soportar una amplia gama de modificaciones fisioldgicas y

morfoldgicas que surgen en respuesta a los cambios de su ambiente.
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Los diferentes gradientes de productos quimicos, de nutrientes y la presencia
o no de oxigeno establecen microambientes a los que las bacterias deben adaptarse
para sobrevivir. Por lo tanto, la integridad de la biopelicula es mantenida por las
interacciones microbianas, adhesién, sefializacidn celular por medio del contacto de
célula a célula, comunicaciéon metabdlica y la deteccién de quérum. La percepcién y
el procesamiento de la informacidon quimica del entorno forman una parte central

del control regulador de estas respuestas adaptativas [Swift 2001; Blango 2009].

1.4.1. Interrelaciones microbianas

Las comunidades microbianas interaccionan y cooperan de varios modos,
estas relaciones pueden ser beneficiosas o perjudiciales para el equilibrio dinamico
con su medio ambiente. La cercania de los microorganismos dentro de la biopelicula
facilita estas interacciones bioquimicas, los microorganismos que conforman una
biopelicula no estan distribuidos al azar, sino mas bien, organizadas para satisfacer

mejor las necesidades de cada uno [Watnick 2000].

Interacciones sinérgicas

El crecimiento microbiano dentro de una comunidad puede traer ventajas
metabdlicas y el acceso a nutrientes que no estarian disponibles para las células
plancténicas. La competencia por los nutrientes es uno de los determinantes
ecoldgicos que dicta la prevalencia de una especie en particular en la biopeliculas,
por ejemplo las bacterias son capaces de colaborar para la degradacién de
moléculas complejas del huésped que actlan como sustrato primario para ellas.
Diversas especies evitan la competencia directa de los nutrientes individuales para
coexistir, donde los productos del metabolismo de un microorganismo se

convierten en la fuente principal de otro.
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Otra interaccién beneficiosa que encontramos es la coagregacién que ayuda a
la colonizacién de las superficies y también facilita las interacciones metabdlicas

entre las especies mutuamente dependientes [Wright 2013].

Interacciones antagdnicas

Los microorganismos no siempre son bien recibidos en una comunidad, en las
relaciones antagodnicas las diversas poblaciones microbianas compiten por
nutrientes, espacio y sitios de adhesién. Algunos de sus productos metabdlicos se

pueden acumular en concentraciones que pueden ser téxicas para otras especies.

Algunas especies bacterianas han desarrollado mecanismos especificos para
inhibir el crecimiento y la adhesion de microorganismos competidores. Por ejemplo,
las bacteriocinas son compuestos bactericidas que producen algunas especies
bacterianas que les permite eliminar microorganismos competidores. Otro ejemplo
de antagonismo podria ser el desprendimiento de microorganismos de Ia
biopelicula [Wright 2013]. Por lo tanto, estas interacciones de sinergismo y
antagonismo entre los microorganismos, desempeiian una funcién en el

establecimiento y regulacidon de una comunidad.

1.4.2. Quorum sensing

La unién de los microorganismos a una superficie y la posterior formacién de
una biopelicula requieren de sefiales quimicas coordinadas, capaces de inducir
diferentes fendmenos en las células plancténicas como activar su diferenciacion
como biopelicula [Donlan 2002]. En una biopelicula también los mecanismos de
sefializacion son mayores por la proximidad que tienen los microorganismos que la

conforman.

El Quorum sensing es un medio de comunicacidn entre los microorganismos
que se lleva a cabo por medio de pequefias moléculas sefalizadoras

(autoinductores), que permiten a los microorganismos ponerse en contacto con los
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tejidos del huésped [Wright 2013], detectar la presencia de los microorganismos
vecinos, determinar la densidad de la poblacidn existente, regular la expresion de
genes especificos y responder a condiciones cambiantes del medio [Prosser 1999].
Por lo tanto, el Quorum sensing puede regular el crecimiento y maduracion de la
biopelicula, pldsmidos, la motilidad de las bacterias, la produccién de metabolitos
secundarios, la activacién de genes para la produccién de factores de virulencia y la

simbiosis entre géneros bacterianos [Kumar 2009; Joint 2007].

El Quorum sensing depende de la densidad celular, por ejemplo, en la
biopelicula bacteriana cada bacteria que se une a una superficie produce una
molécula sefializadora, de tal manera que, mientras mds bacterias se unen se
incrementa la concentracién local de estas sefiales aumentando asi la densidad
celular. Las principales moléculas empleadas por las bacterias para comunicarse con
otras son: las lactonas N-acil homosiderina (HSLs) en bacterias Gram negativas y los
péptidos en Gram positivas, estas son liberadas cuando la densidad celular alcanza
una concentracion critica. Las bacterias poseen un receptor que puede detectar de
manera especifica una molécula senalizadora, esta al unirse a su receptor activa la
trascripciéon de determinados genes incluyendo aquellos para la sintesis de un

inductor como podemos ver en la (Fig. 3) [Parsek 2009; Thomas 2006].

En el caso de las biopeliculas fungicas como la que forma Candida albicans, las
principales moléculas de senalizacién empleadas para comunicarse son el farnesol,
tirosol y dodecanol. El aumento de la densidad celular influye principalmente en la
morfologia de este hongo, cuando aumenta la densidad celular promueve el
crecimiento de la levadura, mientras que los niveles bajos favorecen la formacion

de hifas [Albuquerque 2012; Hornby 2001; Chen 2004; Hall 2011].
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Figura 3. Secrecion y deteccion de moleculas autoinductoras o de sefializacion por union a su
receptores en las bacterias. a) Cuando la densidad celular es baja, los autoinductores se
difunden fuera de la célula. b) Cuando la densidad celular es alta, mas autoinductores estan
presentes uniéndose a receptores que regulan la transcripcion de ciertos genes. Los genes
responsables de Ia produccion de autoinductores se expresan, dando como resultado una
retroalimentacion positiva.

1.4.3. DNA extracelular en una biopelicula

Los medios de adaptacién que tienen las comunidades bacterianas esta
determinada por la expresion génica dentro de la biopelicula. Una fraccion
significativa de la matriz de la biopelicula puede ser sélo DNA. Recientemente, se ha
demostrado que el DNA extracelular (DNAe) desempefia un papel importante en la
estabilidad estructural, adaptacidn y supervivencia de la biopelicula [Barnes 2012] y
es una fuente potencial para la transferencia de genes que influyen en la virulencia

y resistencia a antibidticos u otras sustancias [Roberts 2010].

El DNAe se libera en la matriz a través de la autolisis de una pequena
poblacién de células bacterianas, proporcionando de esta forma una abundante
reserva de genes extracelulares [Mohammadi 2013]. Estos genes pueden derivarse

de mutacidn y recombinacion, de la adquisicién de nuevo material genético (DNAe)
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o de la expresidon regulada del material genético existente [Jefferson 2004]. Si el
DNAe se observa en la fase logaritmica de crecimiento puede deberse sobre todo a
los mecanismos de secrecidn activa y no a la muerte celular. Si se observa una alta
concentraciéon de DNAe en etapas de crecimiento posteriores (después de 48h) se
pueden atribuir a la lisis celular, la cual da lugar a la liberacion pasiva de DNAe en el

medio [Whitchurch 2002; Qin 2007; Thomas 2009].

Al proceso por el cual una bacteria receptora incorpora el DNAe se conoce
como transformacién. Solo determinadas especies se pueden transformar y se dice
gue una bacteria es competente, cuando es capaz de aceptar DNAe para ser
transformada y esta capacidad a su vez estd determinada genéticamente. Las
bacterias competentes unen mucho mds DNAe (mil veces mds) que las no

competentes [Madigan 2009].

El DNAe transformante se une a la superficie celular mediante una proteina
de unidn de DNA, de acuerdo a la bacteria, se introduce el fragmento bicatenario
completo o por medio de una nucleasa se degrada una cadena y solo se introduce la
gue queda; en el primer caso el DNAe se integra en el genoma del receptor por
recombinacidn y si se integra DNA monocatenario se forma un DNA heteroduplex y
durante el siguiente ciclo de replicacidén del cromosoma se genera una molécula de
DNA progenitora y una recombinante, esta molécula recombinante estard solo
presente en la bacteria transformada y no en la progenitora. Las bacterias solo
incorpora unos pocos fragmentos del DNAe, de modo que solo una pequefa
proporcién de los genes de una bacteria se pueden transferir a otra [Madigan

2009].

Otros medios por los cuales existe un intercambio de material genético dentro
de una biopelicula bacteriana son por plasmidos (acido desoxirribonucleico
extracromosomico), enzimas y otras moléculas [Lasa 2005]. Se ha observado que

cepas bacterianas de importancia clinica unidas a plasmidos desarrollan biopeliculas
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mas facilmente y que cepas portadoras de plasmidos transfieren éstos a bacterias
receptoras. Sin pldsmidos asociados, estos mismos microorganismos pueden

producir microcolonias con escaso desarrollo. [Donlan 2002].

1.5. Biopeliculas bacterianas

La cavidad bucal con sus diversos nichos ecoldgicos y variedad de nutrientes
es, sin duda, propicio para la formacion de biopeliculas bacterianas [Dewhirst 2010;
Jenkinson 2005]. Pueden desarrollarse sobre hueso, cemento, dentina, prétesis e
implantes dentales, materiales de obturacién intrarradicular y en la superficie

dental como placa dentobacteriana [Donlan 2002].

La placa dentobacteriana, es el principal agente etiolégico de las patologias
orales mas frecuentes, caries y enfermedad periodontal. La placa dentobacteriana
es una comunidad microbiana compleja que se encuentra en la superficie dental
embebida en una matriz de origen bacteriano y salival [Marsh 2011]. Para que las
bacterias orales puedan adherirse a la superficie dental, se requiere de una pelicula
delgada amorfa que oscila entre 0.1 y 1.0 micrémetros de espesor definida como
pelicula adquirida que estd compuesta por proteinas y glucoproteinas unidas a la
hidroxiapatita del esmalte; estas proteinas y glucoproteinas provienen de
elementos salivales y del fluido crevicular, asi como de desechos bacterianos y
celulares de los tejidos. También posee moléculas que funcionan como sitios de
unioén para la adherencia de microorganismos como las proteinas ricas en prolina
(PRPs), lizosimas, amilasas y peroxidasas que favorecen la colonizacién bacteriana
sobre la pelicula adquirida.La formacién de la placa dentobacteriana es el resultado
de una serie de procesos complejos que involucran una variedad de bacterias y

componentes de la cavidad bucal del hospedero [Carranza 2010; Liébana 2002].

La placa dentobacteriana se clasifica segun su localizacion en supragingival y

subgingival, segln sus propiedades en adherente y no adherente, y por su potencial
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patdégeno en cariogénica y periodontopatogénica. La placa dentobacteriana
supragingival se encuentra en las superficies dentales y estd constituida
predominantemente por flora bacteriana sacarolitica Gram positiva, en la que se
encuentran microorganismos cariogénicos. La placa dentobacteriana subgingival se
encuentra por completo dentro del surco gingival o en la bolsa periodontal y estd
constituida principalmente por flora bacteriana proteolitica Gram negativa, en la
cual se encuentran los microorganismos periodontopatogénicos. [Carranza

Newman, 2010; Slots 1992; Genco 1993].

Como se menciond anteriormente, la placa dentobacteriana se clasifica de
acuerdo con su potencial patégeno como cariogénica y periodontopatogénica, las

cuales se describiran a continuacion.

Placa dentobacteriana cariogénica

Las bacterias que conforman la biopelicula son siempre metabdlicamente
activas, dentro de la placa dentobacteriana pueden encontrarse bacterias
potencialmente cariogénicas que pueden provocar cambios en el pH y la disolucién
de los tejidos dentales duros (esmalte y dentina) [Kidd 2004; Kolenbrander 2002].
En un pH neutro estos organismos son débilmente competitivos encontrandose sélo
en una proporcién muy pequefia y con una dieta baja en carbohidratos se establece
un equilibrio en el proceso de desmineralizacién-remineralizacion, por el contrario,
si se incrementa la frecuencia de ingesta de carbohidratos fermentables, el pH baja
(pH 5.5) lo cual altera la ecologia microbiana de la placa. Un pH bajo favorece la
proliferacion de bacterias aciduricas y acidogénicas, llevando a un proceso de

desmineralizacidn y el establecimiento de la caries dental [Marsh 1994].

Dentro del complejo bucal, solo un pequefio grupo de bacterias (S. mutans y
Actinomyces sp.) tienen menor capacidad para adherirse a la superficie dental, por

lo que el acondicionamiento de la superficie a partir de los colonizadores primarios
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(Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus gordonii, Actinomyces
sp.) es fundamental para su crecimiento. Los exopolisacaridos (EPS) formados en las
superficies microbianas mejoran las interacciones adhesivas de S. mutans y
aumentan la cohesién de otros microorganismos [Cross 2007; Gregoire 2011]. La
pelicula adquirida y los EPS formados por las interacciones entre sacarosa y S.
mutans, también proporcionan sitios de unién para los microorganismos

cariogénicos y otros, como se puede observar en la (Fig. 4) [Siqueira 2012].

S. mutans produce estos EPS por medio de exoenzimas como la
glucosiltransferasa (GTFS) [Bowen 2011]. Aunque existen numerosas especies
microbianas en la biopelicula, la mayoria de ellas no contribuyen a la sintesis de EPS
Unicamente hasta que estén recubiertas por GTFS, ya que la GTFS puede inducir su
produccién sobre especies no productoras, siendo asi S. mutans la principal fuente

de GTFS [Klein 2013].

Cuando el pH del ambiente baja, la diversidad microbiana es reducida
drasticamente en favor a los microorganismos aciduricos y acidogénicos [Gross
2012]. Muchos microorganismos incluidos en la biopelicula son igualmente o mas
acido-productores y acido-tolerantes, incluyendo otros estreptococos como
Streptococcus  vestibularis 'y  Streptococcus salivarius;  Lactobacillus  sp.,
Bifidobacterium dentium, Candida sp. y Scardovia sp. [Aas 2008; Palmer 2010;
Takahashi 2011].

La saliva es capaz de neutralizar los acidos producidos en la boca, sin
embargo, los EPS y otros materiales de la matriz pueden restringir el acceso de la
saliva al afectar la difusion de sustancias dentro y fuera de la biopelicula [Flemming

2010].

La actividad metabdlica de los microorganismos y la produccién de acido por

si sola no puede ser el factor determinante de la virulencia, sino mas bien de cdmoy
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dénde se forman los microambientes acidos, que estdn mantenidos y protegidos
dentro de la estructura de la biopelicula. Las bacterias acidogénicas-aciduricas
pueden producir grandes cantidades de acidos localmente y la caries dental se
caracteriza por la aparicion de regiones definidas de desmineralizacion en el
esmalte de los dientes, la distribucion localizada de nichos acidos dentro de la
biopelicula y la concentraciéon elevada de acido cerca de la superficie, explica el
patréon de aparicion de la lesién primaria hasta el establecimiento de una cavidad

cariosa [Koo 2013].

Placa dentobacteriana periodontopatogénica

Como se menciond anteriormente, una vez que se forma la pelicula adquirida
sobre la superficie dental, ésta es colonizada por las bacterias que residen en la
cavidad bucal, ver (Fig. 5). Algunos mecanismos por las cuales las bacterias se
pueden adherir a la pelicula adquirida son: mediante moléculas especificas
denominadas "adhesinas" presentes en la superficie bacteriana las cuales se unen
posteriormente con receptores especificos de la pelicula adquirida, a través de
estructuras proteinicas fibrosas llamadas "fimbrias” que se fijan a la pelicula
adquirida, por la formacién de puentes de calcio (Ca++) y magnesio (Mg++) con
carga positiva que permiten la unidn de componentes bacterianos cargados
negativamente a la pelicula que también posee carga negativa, y a través de
polisacaridos extracelulares sintetizados a partir de la sacarosa que permiten la

unién de polisacaridos bacterianos a la superficie de la pelicula [Wright 2013].

Los primeros colonizadores son cocos y bacilos Gram positivos, S. sanguinis es
el primer microorganismo que se adhiere a la superficie de la pelicula adquirida y
como tal, inicia la colonizaciédn microbiana para la formacién de la placa
dentobacteriana supragingival e inmediatamente se adhiere Actinomyces viscosus
[Marsh 2000]. La asociacidon de estas bacterias con la superficie dental es muy

importante para la colonizacion posterior de las diferentes especies bacterianas
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[Kamma 1995; Petsios 1995]. Otras bacterias que inician el proceso de colonizacidn
son Streptococcus del grupo oralis (S. oralis, Streptococcus mitis), Actinomyces sp.,
Neisserias sp., Haemophilus sp., Granulicatella adiacens, Abiotrophia defectiva,

Gemella sp. y Rothia sp. [Jenkinson 2011].
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Figura 4. Se representa el ensamblaje secuencial de la matriz de la biopelicula cariogénica. (a) Las
enzimas GTFS secretadas por 5. mutons se incorporan a la pelicula adquirida y / o se adsorben a las
superficies bacterianas, incluso de los microorganismos que no producen GTFS (por ejemplo,
Actinomyces sp.). (b) Las GTFS que se absorben a las superficies dentro de la cavidad bucal, pueden
wtilizar rapidamente la sacarosa que obtienen de la dieta y como resultado, se producen glucanos
insolubles y solubles, (c) Las moléculas de glucano formadas en la superficie proporcionan sitios de union
para varios microorganismos residentes y especialmente para 5. mutans, que media la agrupacion
bacteriana y la adhesion al esmalte. Ademas, las bacterias recubiertas por los GTFS se convierten en
productores de glucano, para que puedan unirse a la superficie dental y microbiana por mecanismos
similares a los utilizados por 5. mutans. Al mismo tiempo, carbohidratos de la dieta se metabolizan en
acidos por microorganismos acidogénicos [/ acidurices. (d) Una vez que se han establecido en la matriz de
EPS, la biopelicula por medio de cambios ambientales [por ejemplo, el pH y la disponibilidad de
nutrientes) decidird qué y como las bacterias sobreviviran, facilitando el predominio de ciertas especies
dentro de la biopelicula, es decir, especies cariogénicas. El entorno con un pH bajo promueve la
desmineralizacién del esmalte.
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Los colonizadores secundarios, también llamados colonizadores puente y
tardios, poseen mecanismos de adhesidon tanto con los primeros colonizadores
como con las especies que se coagregaran de forma tardia a la placa bacteriana.
Este grupo de microorganismos estd formado principalmente por especies
pertenecientes a los géneros Campylobacter sp., Capnocytophaga sp., Veillonella
sp., Fusobacterium nucleatum, Prevotella loescheii, Prevotella intermedia, entre

otros [Kolenbrander 1999].

Después de siete dias de formada la placa dentobacteriana, las especies de
Streptococcus contindan siendo el grupo predominante, pero a las dos semanas
comienzan a predominar los bacilos anaerobios y las formas filamentosas. Estos
cambios microbianos que se van produciendo van ligados a diversas causas, tales
como antagonismo por competencia de sustratos, produccién de perdxido de
hidrégeno (H,0;) por el consumo de oxigeno en el ambiente por lo que ocurre una
sustitucion de especies bacterianas Gram positivas facultativas por especies
bacterianas Gram negativas anaerobias facultativas y estrictas, proceso llamado
Sucesidn autogénica [Carranza 2010; Liébana 2002]. Finalmente, si la secuencia de
colonizacién de la placa dentobacteriana no se ve interrumpida, otro grupo de
microorganismos se unird y son considerados los colonizadores mas patégenos
estos son: F. nucleatum, Tannerella forsythia, Treponema denticola vy
Porphyromonas gingivalis, que estan estrechamente asociados con el desarrollo de
la periodontitis [Haffajee 1994; Kuboniwa 2010; Perisasamy 2010; van Winkelhoff
2002; He 2012].

Se han descrito coagregaciones entre S. sanguinis con A. viscosus,
Actinomyces naeslundii, Corynebacterium matruchotii y F. nucleatum, P. loescheii
con A. viscosus y Capnocytophaga ochracea con A. viscosus. También entre especies
Gram positivas como S. gordonii, S. mitis con C. matruchotii o con

Propionibacterium acnes; entre especies Gram positivas con Gram negativas como
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Streptococcus sp. o Actinomyces sp. con Prevotella sp. y Porphyromonas sp.,
Capnocytophaga sp., F. nucleatum, Eikenella corrodens, Veillonella sp.; y entre
especies Gram negativas como Prevotella melaninogenica con F. nucleatum

[Carranza 2010; Liébana 2002].

Figura 5. Esquema del patron de colonizacion para la formacion de la biopelicula dentobacteriana
periodontopatogénica. La colonizacion bacteriana se inicia con la formacion de una pelicula de
proteinas salivales (albimina, glicoproteinas, proteinas ricas en prolina, mucina, etc.) en el esmalte
dental, en la cual, se adhieren los colonizadores primarios, bacilos y cocos Gram positivos, incluyendo S.
sanguinis, S . oralis, S. mitis y A. viscosus. Después de los colonizadores primarios se adhieren y se
multiplican, Fusobacterium nucleatum que actua como un puente para la coagregacion de otras
especies microbianas, llamados colonizadoras tardios o secundarios. A medida que aumenta la placa de
espesor, la concentracion de oxigeno en las zonas mas profundas se reduce y las bacterias aercbicas
comienzan a desaparecer de esta drea, para ser reemplazados por otros, cuyo potencial redox es menor
(anaerobios facultativos y estrictos). Por lo tanto, los microorganismos aerobicos se encuentran en las
zonas mas superficiales de la biopelicula y las especies anaerobicas estrictas 0 menos aerotolerantes se
encuentran en las zonas mas profundas, unicamente encontraremos a los estreptococos en cualquier
lugar de la placa dentobacteriana.
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En las ultimas fases de la formacién de la placa, es probable que predomine la
coagregacion entre especies Gram negativas anaerobias, como F. nucleatum con P.
gingivalis [Sundqvist 1993]. Este fendmeno provee las condiciones para la

interaccidn patogénica caracteristica de las infecciones periodontales, ver (Fig. 6).

Especies de
Actinomyces

V. parvila
A. odoniolyticus

5. mitis
S, oralis
5. samguinis

Streplococcus sp. F. gingivalis
5. gordonil L. im-s_ﬁiru-
5. intermedius

T. denticola

5. noxia

A actinomycetemmcomitans b

Figura 6. Representacion de las asociaciones entre especies bacterianas por Socransky y
Haffajee (1998), que forman la placa dentobacteriana. Los complejos amarillo, morado, verde
y azul son especies consideradas como “colonizadoras primarias”, estos complejos conforman
la placa supragingival. El complejo naranja estd compuesto principalmente por “colonizadores
puente” y el complejo rojo por “colonizadores tardios”, estos dos complejos se observan
principalmente en la placa subgingival. Especies no agrupadas: A. actinomycetemcomitans
serotipo b, Selenomonas noxia y Actinomyces wiscosus.

1.6. Biopeliculas fungicas

La formacién de una biopelicula por cualquier microorganismo sigue una
secuencia de desarrollo similar y los hongos no son la excepcién. La capacidad que
tienen algunos hongos para colonizar una superficie y formar biopeliculas
contribuye a la prevalencia de estos microorganismos como agentes etiolégicos de
infecciones persistentes [Castrillon 2013]. En la cavidad bucal, por ejemplo,

encontramos que C. albicans es el agente etioldgico de la candidiasis bucal y esta

Capitulo 1 27



presente en las infecciones periapicales crénicas y persistentes después del

tratamiento de conductos radiculares.

Los hongos pueden ser unicelulares o pluricelulares. Los primeros estan
formados por células aisladas redondas u ovaladas, denominadas levaduras y los
pluricelulares estan constituidos por células alargadas que crecen por extension de
sus extremos formando largos filamentos denominados hifas que con frecuencia se
ramifican. Algunos hongos son dimoérficos, es decir, tienen la capacidad de
transformarse de una forma a otra, como C. albicans [Prats 2005]. Por lo tanto, la
formacién de la biopelicula serda diferente de acuerdo a la forma en que se

encuentre un hongo.

Las etapas de desarrollo de la biopelicula fungica por levaduras (por ejemplo, C.

albicans) son:

e FEtapa 1: Acondicionamiento y adhesién de las levaduras a la superficie. La
adhesién se ve favorecida por diversos factores como el flujo del medio que
las rodea (saliva, sangre, etc.), el pH, la temperatura, entre otros.

e Etapa 2: Proliferacidon de las células de levadura y sintesis de la matriz
extracelular inducida por Quorum sensing. La formacidon de la matriz
extracelular favorece la adhesién celular y proporciona a la célula proteccién
contra las células del sistema inmune del huésped y a los antifungicos [Soll
2009].

e Etapa 3: Formacion de hifas en la parte superior de la biopelicula. Ciertos
hongos como C. albicans responden a una variedad de sefiales ambientales y
celulares que influyen en su morfogénesis, una de estas sefiales es la
deteccion de contactos, en donde las levaduras al tener contacto con la
superficie cambian a un crecimiento como hifa [Kumamoto 2008].Las hifas

crecen por extensién apical, tabicandose para formar nuevas células que no
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se desprenden y se van ramificando hasta formar un conjunto entrelazado
de hifas que se denomina micelio [Prats 2005].

e Etapa 4: Maduracion de la biopelicula. La biopelicula madura consiste en una
densa red de levaduras, pseudohifas (se forman cuando las células hijas no
logran separarse) e hifas cubiertas por una matriz extracelular vy
frecuentemente asociadas con bacterias [Berman 2002].

e Etapa 5: Dispersiéon de las células de levadura. La dispersidon de células de
levadura contribuyen directamente a la virulencia [Castrillon 2010; Finkel

2011].

La formacidn de biopeliculas en hongos filamentosos (por ejemplo, Aspergillus
sp.) se da de manera distinta, como se puede observar en la (Fig. 7), ocurre en 6

fases [Harding 2009]:

e Fase 1: Adsorcién de propagulos. Un propagulo es una estructura del hongo
gue se produce de manera sexual o asexualmente, capaz de desarrollarse de
manera separada para dar lugar a un nuevo organismo idéntico al que le
formo.

e Fase 2: Unidén activa a la superficie. Los hongos filamentosos secretan
proteinas llamadas hidrofobinas (exclusivas de este tipo de hongos) que
participan en la formacidn de estructuras aéreas, en la unién de la hifa a
superficies hidrofdbicas y en la formacidn de biopeliculas [Sudbery 2004].

e Fase 3: Formacion de colonias |. Hay un crecimiento, colonizacion de hongos
y ramificacion de hifas a través de la superficie, como una monocapa de
células de hifas y producciéon de matriz extracelular.

e Fase 4: Formaciéon de colonias Il. Formacién de redes de hifas (micelio),
adhesidn hifa-hifa y formacién de canales de agua.

e Fase 5: Maduracidon y desarrollo reproductivo. Formaciéon de cuerpos

fructiferos, células espordgenas y otras estructuras de supervivencia.
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e Fase 6: Dispersion de esporas o liberacion de fragmentos de biopelicula para

reiniciar el ciclo.
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Biopelicula madura

* . 0
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Hongos filamentosos I}]

Adsorcion
Adhesion meversible

Microcolonia |
peminacidn o monocapa
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Desarrollo micelial
gemacion hifas

Biopelicula madura

Dispersidn fase planctdnica

Castrilidn, 2013

Figura 7. Fases de desarrollo de las biopeliculas flngicas. a) Las etapas de desarrollo de la biopelicula fingica
por levaduras son: Adsorcion de las células de levadura y acondicionamiento de la superficie; adhesion a la
superficie; proliferacion de las células de levadura y sintesis dela matriz extracelular (formacion de
microcolonias); maduracion de la biopelicula y dispersion de las células de levadura. b) Las etapas de la
formacion de biopeliculas por hongos filamentosos son: Adsorcion de propagulos; adhesion a la superficie;
formacién de colonias |, donde hay crecimiento y colonizacion de hongos y ramificacion de hifas a través de la
superficie; formacion de colonias I, que involucra la formacion de redes de hifas; maduracion y desarrollo
reproductive y dispersion de esporas o liberacion de fragmentos de biopelicula para reiniciar el ciclo.

Formacién de biopelicula por C. albicans.

C. albicans es un miembro del microbioma humano normal, que bajo ciertas

circunstancias, puede causar infecciones. Cuenta con varios mecanismos de

patogenicidad y factores de virulencia (que se describirdn con mas detalle en el

capitulo 2), la formacién de biopeliculas es uno de estos mecanismos,

considerandose por esta razon la especie de Candida mas patdogena [Nicholls 2011].

La formacién de biopelicula por C. albicans sigue un proceso que se inicia cuando las

levaduras se adhieren a la superficie, continuando con la proliferacién, maduracién
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y dispersion de las células (como se describié anteriormente). De acuerdo al tiempo
de formacién se divide en: etapa temprana (8-11 horas), etapa intermedia (12-30
horas) y etapa madura (38-72 horas), como se muestra en la (Fig. 8) [Castrillon

2013].

Matriz exogalimérica 1

Hitas v levaduras }
Céluilas de levadura

2006 @ % OO

Tamprara Inlarrriid i Madura
0-12h —_— 12-30h — M-Tzh

Figura 8.La formacidn de biopelicula por . albicans sigue un proceso que se inicia cuando
las levaduras se adhieren a la superficie, continuandoe con la proliferacion, maduracion y

dispersion de las células De acuerdo al tiempo de formacion de la biopelicula se divide en:
gtapa temprana (B-11 horas), etapa intermedia (12-30 horas) y etapa madura (38-72 horas)

C. albicans tiene un conjunto especializado de proteinas denominadas adhesinas,
que median la adhesién a la superficie y a otros microorganismos [Verstrepen 2006;
Garcia 2011], como: las proteinas que forman la secuencia-aglutinina (ALS)
compuesta por Als1-7 y Als9, estas proteinas codifican el gen glicosilfosfatidilinositol
(GP1) vinculada a glicoproteinas de la superficie celular y especialmente ALS3 es
importante para la adhesién [Zordan 2012; Phan 2007; Murciano 2012]. Otra
adhesina importante de C. albicans es Hwp1l, que es un proteina de la pared hifal
[Zordan 2012; Staab 1999; Sundstrom 2002]. Hwpl y ALS3 contribuyen a la

formacion de la biopelicula [Nobile 2008].

La produccion de la matriz extracelular que compone la biopelicula esta controlada
por las glucoamilasas (Gcal y Gca2), glucanotransferasas (Bgl2 y PHR1) y la
exoglucanasa (Xogl), participando en la produccidon de B-1,3 glucano, que es el

principal componente de la matriz [Nobile 2009; Taff 2012]. Los estudios que se
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han realizado sugieren que los B-glucanos brindan una importante proteccion a C.
albicans ante los cambios del medio [Xie 2012]. La produccion de matriz
extracelular esencial para la maduracion de la biopelicula [Cortés 2011]. En la
Ultima etapa de desarrollo de la biopelicula, las células en forma de levadura al ser

pequeiias facilitan la diseminacion de C. albicans [Saville 2003].

Por ultimo, las biopeliculas estan conformadas por multiples microorganismos y C.
albicans puede formar parte de una biopelicula bacteriana. Se ha observado que
una gama de moléculas de sefializacidon producidas por las bacterias pueden afectar
la formacion de biopeliculas y la morfogénesis de C. albicans pueden ser el acido
lactico, H,0,, didxido de carbono (CO,) y peptidoglicanos bacterianos, los cuales
parecen promover la filamentacidén, mientras que, HSLs inhibe la filamentacién [Xu
2008; Hall 2011]. De igual manera, los acidos grasos, acidos carboxilicos y glicanos
producidos por C. albicans son capaces de promover el crecimiento de las bacterias,
mientras que el farnesol producido por C. albicans inhibe la formaciéon de

biopeliculas bacterianas [Pammi 2011].

Se puede concluir que la filamentacién de C. albicans y las especies mixtas
bacterianas que conforman una biopelicula estan regulados por el reconocimiento
de un complejo conjunto de moléculas propias o no propias de sefializacién.
También se ha encontrado que la coagregacién de C. albicans con algunas bacterias

orales es crucial para su colonizacidn y persistencia [Brogden 2008].

En la (Fig. 9) se muestra un ejemplo de interaccidn entre C. albicans y Streptococcus
sp. [Wright 2013]. Ademas de proporcionar sitios de adhesién, los estreptococos
secretan lactato que puede actuar como una fuente de carbono para el crecimiento
de la levadura de C. albicans y esta a su vez reduce la tensién de oxigeno a niveles
adecuados para los estreptococos y proporciona factores estimulantes de

crecimiento para las bacterias [Brogden 2008]. Por el contrario, se ha visto que C.
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albicans presenta una disminucidn en su crecimiento y formacion de la biopelicula

cuando Pseudomonas aeruginosa se cocultiva con esta [Wright 2013].

Communication Circuits (physical and chemical)

Fatty acids
Carbonyle pcids
Farnasol

l Glucans

Candida
albicans e | Morphogonosis [ el Bacteria

Figura 9. Comunicacidn entre Candido albicons y Estreptococos orales. El diagrama muestra
la transicion de la levadura a hifa por los productos bacterianos que pueden afectar
diversamente en la morfogénesis y la formacion de biopeliculas; a su vez, los productos de
C. albicans que pueden influir positiva o negativamente en el crecimiento bacteriano y
formacion de biopelicula. Estos productos pueden ser el acido lactico, Ho0p COL ¥
peptidoglicanos bacterianos, los cuales parecen promover la filamentacion, mientras que,
HSLs inhiben la filamentacion. De igual manera, los acidos grasos, acidos carboxilicos y
glicanos producidos por £ albicans son capaces de promover el crecimiento de las bacterias,
mientras que el farnesol producide por C albicons inhibe la formacion de biopeliculas

hacterianas.
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2. Microbiota endodéntica y formacion de biopelicula

intraconducto
2.1. Infeccion pulpar

En la cavidad bucal se han identificado mas de 700 especies de bacterias, de
las cuales un individuo puede albergar 100-200 de estas especies. En condiciones
normales, la pulpa dental y la dentina son tejidos estériles que se encuentran
aislados de los microorganismos orales por medio del esmalte y el cemento, que
son las estructuras que los recubren. De esta manera los tejidos duros, esmalte y
dentina que conforman la estructura dental, actian como una barrera fisica que
evita la invasién de estos microorganismos comensales hacia el tejido pulpar, pero
cuando ésta barrera pierde su integridad queda expuesto al medio bucal corriendo
el riesgo de ser infectado por estos microorganismos. Una vez que los
microorganismos colonizan el tejido pulpar pueden ocasionar inflamacién y necrosis
pulpar, asi como posterior dafio a los tejidos periapicales [Kakehashi 1965;

Sundqvist 2003; Walton 2010].

Los principales factores etioldgicos de la inflamacidn pulpar son la invasién
microbiana que se puede dar por medio de distintas vias de infeccién y los factores

de virulencia derivados de los microorganismos presentes [Trowbridge 2002].

2.1.1. Vias de infeccion pulpar

Existen diversas vias de infeccion que permiten una comunicacién entre el
medio bucal y el tejido pulpar, los microorganismos pueden llegar hacia la cavidad

pulpar a través de las siguientes vias (Fig. 10) [Bammann 2009; Sundqvist 2003]:

e Tubulos dentinarios: Después de una lesién por caries o durante algunos

procedimientos dentales, los microorganismos pueden utilizar esta via para

llegar al tejido pulpar. Los microorganismos pueden tener acceso al tejido
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pulpar cuando la distancia entre la dentina con caries y la cavidad pulpar es
de 0.2 mm [Dahlen 1991].

Comunicacidn directa: La exposicién directa de la pulpa por traumatismo,

fractura coronaria o por maniobras operatorias (iatrogenia), rompe la
barrera fisica impuesta por la estructura dental y el tejido pulpar entra en
contacto con el ambiente bucal séptico.

Via periodontal: Los microorganismos del surco gingival pueden llegar al

tejido pulpar a través del ligamento periodontal, por medio de un conducto
lateral o por el foramen apical. Esta via se vuelve disponible para los
microorganismos durante una profilaxis dental, luxacién dentaria y mas
significativamente, como resultado de la migracidén del epitelio de insercién
para el establecimiento de las bolsas periodontales.

Anacoresis: Los microorganismos circulantes en la sangre o linfa pueden ser
atraidos hacia el tejido pulpar inflamado, colonizarlo y producir una
infeccion. Estos microorganismos pueden ser atraidos después de un
traumatismo, de un procedimiento periodontal o después de una
intervencion quirdrgica que produce la inflamacién sin causar exposicion
pulpar. Esta via puede explicar la presencia de infeccion microbiana en
dientes intactos con historia de trauma [Cohen 2011].

Restauracién inadecuada: Se produce a través de la interfase existente entre

el material de restauracion y el diente (filtracion marginal). Se presenta por
errores en la técnica operatoria como adaptaciones inadecuadas de los
margenes de la corona a la linea de terminacién de tallado, en la obturacion
del conducto radicular y en colocacion de restauraciones temporales.

Extension: Los microorganismos de un diente infectado pueden migrar a uno
con tejido pulpar sano, a través de la difusion puede alcanzar el conducto

principal y/o los conductos laterales del diente adyacente. También una
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lesion periapical que pueda afectar el paquete vasculo-nervioso del diente

vecino y provocar la necrosis pulpar [Narayanan 2010].

Una vez que las barreras de proteccidon del huésped son alteradas o destruidas por

los microorganismos inicia el proceso inflamatorio.

Tejidos periapicales
Anacoresis

Foramen apical

Dentina
radicular

Pérdida de
insercion

J £ Interfase

; L2 Restauracion/Diente

Caries dental Fracturas
esmalte/dentina

Figura 10. Se muestran las diversas vias de infeccion que
permiten una comunicacion entre el medio bucal y el tejido
pulpar, estas son: tubulos dentinarios, comunicacion
directa por caries, via periodontal, anacoresis, restauracion
inadecuada y extension.

2.1.2. Clasificacion de las infecciones pulpares

Las infecciones pulpares de acuerdo a los hallazgos subjetivos y objetivos clinicos se

clasifican en [Cohen 2011; Walton 2010]:

e Pulpitis reversible: Se presenta una inflamacion leve del tejido pulpar. Entre

los factores etiolégicos estan la caries dental, la dentina expuesta, los
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tratamientos dentales y las restauraciones defectuosas. Al eliminarse la
causa, la inflamacién remite y la pulpa vuelve a su estado de salud.

e Pulpitis irreversible: Se presenta una inflamacién grave del tejido pulpar.

Suele ser una consecuencia de la progresidon de una pulpitis reversible, que
no remite aunque se elimine la causa y es necesario realizar un tratamiento
para retirar el tejido enfermo. Otras causas son restauraciones profundas y
exposicion pulpar.

e Necrosis pulpar: Como resultado de la pulpitis irreversible, se presenta la

muerte del tejido pulpar parcial o total, afectando lenta o rapidamente todo
el sistema de conductos radiculares. La vascularizacién pulpar es inexistente

y la inervacion pulpar ya no es funcional.

2.1.3. Factores de virulencia microbianos

A la capacidad que tiene un microorganismo para causar enfermedad o dano al
huésped se le denomina patogenicidad, la patogenicidad esta relacionada con Ia
produccién de toxinas, enzimas y ciertas propiedades con las que cuentan los
microorganismos que les permite causar alteraciones morfolégicas y fisioldgicas en
los tejidos del huésped, a estas propiedades se le conoce como factores de
virulencia. La patogenicidad de los microorganismos y su capacidad para
multiplicarse es mas importante que su cantidad. De tal manera que, los
microorganismos con una alta tasa metabdlica tienen mayor capacidad para
producir y liberar endotoxinas, exotoxinas, exoenzimas y metabolitos microbianos,

lo que los hace mas patogénicos [Narayanan 2010].

Diversos mecanismos de patogenicidad y factores de virulencia estan disponibles
para modular la participacién de los microorganismos en las interacciones huésped-
bacteria o huésped-hongo. El principal mecanismo de patogenicidad con el que
cuentan la mayoria de los microorganismos es la capacidad de formar agregados y

formar biopeliculas (se describié en el capitulo 1). Estos mecanismos y factores, asi
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como la capacidad defensiva del huésped determinaran la gravedad de la

inflamacién pulpar [Liébana 2002].

Los factores de virulencia de las bacterias son:

Peptidoglicano (PG): Es el componente principal de la pared celular de las

bacterias Gram positivas, las Gram negativas lo contienen en menor
cantidad. Tras la lisis celular, es liberado y puede reaccionar con el sistema
inmune innato, asi como inducir la regulacion de mediadores
proinflamatorios y antiinflamatorias en las células T [Wang 2000]. También
puede facilitar una respuesta adaptativa inmune a través de los macréfagos
[Myhre 2006]. El PG se potencializa en presencia de LPS [Wang 2001].

Uniones mediadas por acido lipoteicoico (ALT): Es un componente de la

pared celular de las bacterias Gram positivas, estd compuesto de acido
ecoico y lipidos. Comparte muchas de propiedades patégenas con LPS
[Cohen 2001]. Se libera como resultado de la lisis celular y se une a las
células diana, interactla con anticuerpos circulantes, activa la cascada del
complemento y como resultado causan dafo a los tejidos.

Lipopolisacdridos (LPS): Es una endotoxina que forma parte integral de la

pared celular de las bacterias Gram negativas y es su principal factor de
patogenicidad. Se liberan tras la lisis celular y tiene numerosos efectos
bioldgicos: amplifica la reaccién inflamatoria pulpar y periapical, activa el
sistema de complemento, estimula la liberacion de mediadores
proinflamatorios como la interleucina 1 (IL-1), se asocian con el dolor pulpar
y es un mediador importante en la inflamacién y destruccidn ésea periapical
[Horiba 1992; Khabbaz 2001; Jacinto 2005; Rietschel 1992; Nair 2004].

Fimbrias: Son macromoléculas filamentosas que se encuentran en la
superficie de muchas bacterias Gram negativas. Estan implicadas en la unién

a las superficies y las interacciones con otras bacterias, ya que en el extremo
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de las fimbrias se encuentran unas moléculas denominadas adhesinas que
interactudan con el receptor proteico o polisacarido, situado en otra bacteria
o en una superficie tisular [Tang 2004].

Vesiculas extracelulares: Son producidas por bacterias Gram negativas vy

permiten la liberacién de sus productos en el medio ambiente extracelular.
Contienen proteinas y lipidos que estan implicados en una amplia gama de
actividades incluyendo la hemaglutinacion, la hemolisis, la adhesién
bacteriana y las actividades proteoliticas [Kinder 1989]. Son un medio por el
cual las bacterias interactian con las células procaridticas y eucaridticas y
pueden modular las interacciones entre las bacterias vecinas [Beveridge
1999; Kuehn 2005].

Cépsula: Es una capa organizada fuera de la pared celular de las bacterias,
compuesta de polisacaridos y otros materiales. Sirven como proteccién de la
célula bacteriana contra la desecacién, la fagocitosis, virus bacterianos
(bacteriofagos) y materiales téxicos hidrofobos tales como detergentes. Las
bacterias y los hongos utilizan formacién de la capsula para inhibir la
activacion del complemento y resistir la ingestién por los fagocitos. Las
bacterias con capsula son mas virulentas que las que no tienen.

Exotoxinas: Son proteinas solubles y difusibles de bajo peso molecular
producidas tanto por bacterias Gram positivas como por bacterias Gram
negativas y presentan un poder inmundgeno elevado. Son liberadas por una
célula viva y pueden desencadenar la activacion excesiva y aberrante de las
células T [Llewelyn 2002]. Estas toxinas bacterianas también pueden
dirigirse a otros microorganismos, por ejemplo, las bacteriocinas que son
bacteriostaticos o bactericidas para otras bacterias [Tomita 1997].

Proteinas extracelulares: Estas proteinas son enzimas que producen las

bacterias que se liberan durante la lisis de la célula bacteriana,

contribuyendo a la propagacion de la infeccién. Incluyen proteasas que
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neutralizan las inmunoglobulinas y componentes del complemento. Las
enzimas como hialuronatoliasa, sulfatasa condroitina, beta glucuronidasa,
DNasa y fosfatasa acida contribuyen a la desintegraciéon de los tejidos
[Sundqvist 1985].

e Acidos grasos de cadena corta: Son los principales subproductos de la

fermentacion realizada por anaerobios obligados e incluyen el acido butirico
y propidnico. Estos acidos estimulan la respuesta inflamatoria y la liberacion
de citocinas proinflamatorias que contribuyen al proceso de infeccién, como
la IL-1 que se asocia con la reabsorcién dsea y patologia periapical
[Niederman 1997; Kurita-Ochiai 2006; Wang 1993].

e Poliaminas: Son pequefias moléculas policatidnicas como la putrescina,
cadaverina, espermidina y espermina que contribuyen a los sintomas
clinicos como el dolor y formacion de fistula. Actuan mediante la
modulacion de una variedad de canales idnicos [Maita 1990].

e Aniones superéxido: Son radicales libres bioldgicamente téxicos y altamente

reactivos. Estos son producidos por algunas especies bacterianas y también
por las células del sistema inmune. Causan la lisis de los eritrocitos y estan

involucrados en la interaccién entre especies [Falcioni 1981].

Otros mecanismo por el los cual las bacterias pueden modular el proceso de
infeccion, es la capacidad que tienen algunas bacterias intracelulares para
inactivar los mecanismos de eliminacién de las células fagociticas y de ese modo
evitar ser asesinados por los macroéfagos y neutréfilos [Jansen 2006]. También
algunas bacterias pueden modificar genéticamente sus antigenos de superficie,
lo que dificulta al sistema inmune el ataque a estos microorganismos [Frank

2006].
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Mecanismos de patogenicidad y factores de virulencia de C. albicans

Al igual que las bacterias, C. albicans cuentan con mecanismos de

patogenicidad y factores de virulencia que le permiten permanecer y tolerar los

cambios del medio en el que se encuentra, de esta manera puede desempefiar un

papel en la etiologia de ciertas enfermedades orales. Estos son:

Adaptabilidad a las condiciones ambientales: Tiene la capacidad para

sobrevivir como comensal en diversos sitios anatémicos del cuerpo humano
en donde las condiciones ambientales son especificas en cada uno de estos.
Por ejemplo, es capaz de adaptarse al pH del medio, se han identificado
proteinas importantes para la adaptacién a los cambios de pH como las B-
glicosidasas PHR1 (se expresa ante un pH neutro-alcalino) y PHR2 (se
expresa ante un pH acido), incluso es capaz de modular el pH extracelular
(alcalinizacién) [Fonzi 1999; Miihischlegel 1997].

Adhesion a superficies: Las especies de Candida tienen adhesinas (se

describieron en el Capitulo 1), que son moléculas de la superficie que
median la adhesién a la superficie de los tejidos del huésped y permiten la
coagregacién con otros microorganismos. También son capaces de unirse al
coldgeno tipo | (dentina y pulpa) y IV (membrana basal) [Siqueira 2004].

Produccion de enzimas: C. albicans produce enzimas hidroliticas que

pueden estar implicados en el dafio a los tejidos periapicales como aspartil
proteinasa, colagenasa, aminopeptidasas, glucosaminidasas, fosfatasas acida
y alcalina, hialuronidasa y condroitinsulfatasa, todas estas degradan
proteinas de la matriz extracelular [Almeida 2008; Garcia 2011; Staib 2007].
Otras enzimas que producen son la enzima colagenolitica que puede
degradar el colageno de la dentina [Verstrepen 2006] y las fosfolipasas que
causan dafio a la membrana celular de las células huésped, desestabilizan la

membrana celular provocando la lisis [Zordan 2012].
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Transicién morfoldgica: C. albicans es un hongo dimérfico, es decir, que se

puede encontrar en forma de levadura (blastosporo) o hifa (filamentoso),
dependiendo de las condiciones del medio ambiente [Phan 2007; Murciano
2012]. Una variedad de sefiales ambientales afectan su morfologia, por
ejemplo el pH bajo (<6) induce un crecimiento en forma de levadura,
mientras que un pH alto (> 7) promueve el crecimiento de las hifas [Odds
1988].

En forma de hifa es mas invasiva que en forma de levadura [Berman 2002].
El cambio de levadura a forma de hifa puede conferir la capacidad para
poder escapar de la fagocitosis por los macréfagos [Wachtler 2011]. Sin
embargo, aunque la transicién levadura a hifa puede ser importante, no
siempre es un requisito previo para que la infeccién pueda ocurrir [Pfaller
2007]. En la mayoria de las infecciones causadas por C. albicans se
encuentra en ambas formas [Mayer 2013].

Deteccion de contactos vy tigmotropismo: Al entrar en contacto con una

superficie, las células de levadura cambian a un crecimiento como hifa
[Kumamoto 2008]. Se le denomina tigmotropismo a la capacidad que le
permite encontrar discontinuidades entre las células y asi penetrar en los
tejidos. Brand y cols. demostraron que el tigmotropismo estd regulado por la
absorcion de calcio extracelular [Brand 2007]. Esta ultima podria explicar su
presencia en las infecciones apicales persistentes.

Evasién e inmunomodulacidn de las defensas del huésped: C. albicans puede

evadir las defensas del huésped principalmente de los neutréfilos
polimorfonucleares bloqueando sus funciones, estas células parecen ser las
células inflamatorias mds importantes involucrados en la defensa contra C
albicans [Ashman 1995].También por medio de la produccién de proteinasas
pueden degradar los factores del complemento e inmunoglobulinas (1gG1,

IgA1, y IgA2) [Ogrydziak 1993; Chaffin 1998].
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Por medio de los constituyentes de la pared celular como el glucano, quitina
y manoproteinas tienen inmunomoduladores de activacidon o depresion de
efectos que pueden estar involucrados en la patogénesis de las lesiones
periapicales a través de un mecanismo indirecto, C. albicans es capaz de
estimular la sintesis de citocinas proinflamatorias que son liberadas por los
macroéfagos, células endoteliales y fibroblastos [Sundstrom 2002; Zhu 2010;
Dalle 2010].

Todas estas caracteristicas contribuyen a su notable capacidad de coexistir como un

comensal y su prevalencia como patdgeno en las infecciones periapicales crénica y

persistentes [Vylkova 2011; Mayer 2012].

2.1.4. Fisiopatologia de las infecciones intraconducto

Cuando las bacterias, toxinas y productos derivados del metabolismo
microbiano tienen contacto indirecta o directamente con el tejido pulpar por

cualquiera de las vias antes descritas, se presentara un proceso inflamatorio

(pulpitis).

Las lesiones pulpares leves pueden no causar cambios importantes en la
pulpa, pero las lesiones pulpares moderadas o graves produciran una inflamacién
localizada. Antes de la aparicién de cambios inflamatorios en la pulpa hay un dafio
celular (vacuolizacion) y reduccién general del tamano de los odontoblastos
[Trowbridge 2002;Cohen 2011; Trowbridge 1981], como consecuencia de la
irritacion microbiana. Esta respuesta puede favorecer el paso de los microrganismos
hacia el tejido pulpar por la formacién de un trayecto no vital o trayecto muerto
dentro de los tubulos dentinarios, donde los tubulos carecen de prolongaciones
odontoblasticas siendo altamente permeables como consecuencia de la necrosis
temprana de los odontoblastos [Cohen 2011; Trowbridge 1981; Walton 2010; Craig
2003; Seltzer 1972].
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Posteriormente, se presenta la respuesta en los tejidos duros (dentina) frente
a la agresidon microbiana y comprende de una disminucién en la permeabilidad de la
dentina y la formacién de nueva dentina (terciaria o reparadora). Activandose asi,
las reacciones inflamatorias e inmunoldgicas (este tema se explicara mas adelante)
[Cohen 2011; walton 2010; Craig 2003; Bergentholtz 1991]. La permeabilidad
dentinaria disminuye debido a la esclerosis dentinaria, que consiste en un
incremento en la dentina peritubular que impide la difusion de metabolitos
microbianos a través de los tubulos dentinarios [Trowbridge 1981; Seltzer 1972;
Bergentholtz 1981; Roberto 1994]. En esta reaccidn los tubulos dentinarios se
llenan parcial o totalmente con depdsitos minerales de apatita y otros cristales
[Cohen 2011; Trowbridge 1981]. Por otro lado, la formacidén y cantidad de dentina
reparadora serd proporcional a la cantidad de dentina primaria destruida. La
dentina reparadora muestra menor cantidad de tdbulos dentinarios, son mas
estrechos, irregulares y con trayectos mas curvos, los cuales terminan de manera
bien definida en el limite con la dentina primaria cuyos tubulos dentinarios son de

aspecto regular [Trowbridge 1981; Seltzer 1972; Roberto 1994].

Conforme los microrganismos avancen hacia el tejido pulpar aumentara el
grado de inflamacion. El tejido pulpar puede permanecer inflamado por mucho
tiempo o sufrir necrosis (muerte del tejido pulpar) como consecuencia del aumento
en la presion intrapulpar. El aumento de la presidon dentro de la camara pulpar
resulta de la acumulacion de células inflamatorias extravasculares y del liquido
intersticial, que no ceden por la [Siqueira 2004] reducida distensibilidad que tiene el
tejido pulpar inflamado dentro del conducto constituido por un tejido rigido

(dentina) [Craig 1997; Walton 2010].

En una infeccién prolongada no sélo habrd mayor cantidad de
microorganismos en el conducto principal, sino que también estaran en el interior

de los conductos accesorios y de los tubulos dentinarios [Orstavik 1999].
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2.2. Microbiota de las infecciones intraconducto

La microbiota presente en las infecciones pulpares es menos diversa en
comparacion con la microbiota bucal. En las infecciones pulpares podemos
encontrar una amplia diversidad de especies como podemos observar en la (Tabla
1) [Narayanan 2010; Siqueira 2005], aunque se caracteriza por un predominio de
bacterias anaerobias estrictas. Estudios basados en cultivos microbiolégicos han
permitido llegar a conocer todos estos microorganismos patdgenos que infectan al
tejido pulpar. Recientemente el uso de técnicas moleculares como PCR, técnicas de
hibridacién, microarrays, sondas de DNA, técnicas de secuenciacién, por mencionar
algunas; han permitido identificar nuevos patdégenos implicados en las infecciones
pulpares, como se observa en la (Tabla 2) y gracias a esta tecnologia se ha ampliado
el conocimiento de la microbiota patégena pulpar [Brito 2007; Siqueira 2009;

Tavares 2011].

También se han aislado en estas infecciones pero en menor cantidad otros
microorganismos como especies de hongos principalmente levaduras de C. albicans
y rara vez otras especies como se muestran en la (Tabla 3) [Siqueira 2004; Gomes
2010; Nastri 2011; Cohen 2011]; arqueas metanogénicas como Methanobrevibacter
oralis que se ha encontrado en enfermedad periodontal y periodontitis apical
asintomatica [Vianna 2006]; y algunos virus como especies de Herpesvirus
(Citomegalovirus humano y virus de Epstein-Barr). Los virus requieren células del
huésped viables para infectar y replicar su genoma viral, por lo tanto, no pueden

sobrevivir en el conducto radicular necratico.

La presencia de virus en el conducto radicular se ha reportado en pulpas
vitales no inflamadas de pacientes infectados con el virus de VIH y con el virus del
herpes, cuando las células vivas se encuentran en abundancia. Su participacion estd

en que debilitan la respuesta inmune del huésped, favoreciendo el
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sobrecrecimiento de las bacterias, principalmente en el segmento apical [Cohen

2011].

Tabla 1. Especies bacterianas presentes en infecciones pulpares.

Abiotrophia defectiva

Fusobacterium nucleatum

Prevotella nigrescens

Acinetobacter baumannii

Fusobacterium periodonticum

Prevotella oralis

Actinomyces gerencseriae

Gemella morbillorum

Prevotella oris

Actinomyces israelii

Granulicatella adiacens

Prevotella pallens

Actinomyces odontolyticus

Haemophilus aphrophilus

Prevotella tannerae

Actinomyces radicidentis

Helicobacter pylori

Propionibacterium acnes

Anaeroglobus geminatus

Lachnospiracea sp.

Propionibacterium propionicum

Atopobium rimae

Lactobacillus sp.

Pseudoramibacter alactolyticus

Bifidobacterium dentium

Mogibacterium neglectum

Pyramidobacter piscolens

Campylobacter curvus

Mogibacterium pumilum

Selenomonas sputigena

Campylobacter gracilis

Mogibacterium timidum

Slackia exigua

Campylobacter rectus

Mogibacterium vescum

Slackia heliotrinireducens

Capnocytophaga gingivalis

Mycoplasma orale

Solobacterium moorei

Catonella morbi

Mycoplasma salivarium

Stenotrophomonas maltophilia

Centipeda periodontii

Neisseria mucosa

Streptococcus anginosus

Corynebacterium diphtheriae

Olsenella profusa

Streptococcus constellatus

Corynebacterium matruchotii

Olsenella uli

Streptococcus intermedius

Cryptobacterium curtum

Parvimonas micra

Streptococcus mitis

Dialister invisus

Peptoniphilus asaccharolyticus

Streptococcus oralis

Dialister pneumosintes

Peptostreptococcus anaerobius

Streptococcus sanguinis

Eggerthella lenta

Peptostreptococcus stomatis

Streptococcus sobrinus

Eikenella corrodens

Porphyromonas endodontalis

Tannerella forsythia

Enterococcus faecalis

Porphyromonas gingivalis

Treponema denticola

Enterococcus faecium

Prevotella baroniae

Treponema lecithinolyticum

Eubacterium infirmum

Prevotella buccae

Treponema maltophilum

Eubacterium nodatum Prevotella dentalis Treponema parvum
Filifactor alocis Prevotella denticola Treponema putidum
Finegoldia magna Prevotella intermedia Treponema socranskii

Fusobacterium nabiforme

Prevotella melaninogenica

Veillonella parvula

Fusobacterium necrophorum

Prevotella multissacharivorax

sp: especies.
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Tabla 2. Nuevas especies bacterianas identificadas por medio de técnicas

moleculares presentes en infecciones pulpares.

Actinobaculum oral clone ELO30

Synergistes oral clone BHO17

Atopobium genomosp. C1

Synergistes oral clone D084

Bacteroidetes oral clone X083

Synergistes oral clone E3_33

Desulfobulbus oral clone R004

Synergistes oral clone W028

Lachnospiraceae MCE7_60

Synergistes oral clone W090

SR1 oral clone X112

TM7 oral clone 1025

Synergistes oral clone BA121

TM7 oral clone AH040

Genomosp.: genoespecie 0 especie genética.

Tabla 3. Especies de hongos aislados en infecciones pulpares.

Aspergillus granulosus

Cladosporium sphaerospermum

Aspergillus niger

Emericella quadriluniata

Aspergillus sydowii

Eurotium amstelodame

Aspergillus ustus

Exophiala jeanselmei

Aureobasidium pullulans

Fusarium moniliforme

Candida albicans

Fusarium moniliforme

Candida dubliniensis

Geotrichum candidum

Candida glabrata

Penicillium citrionigrum

Candida guilliermondii

Penicillium implicatum

Candida krusei

Penicillium lividum

Candida parapsilosis

Penicillium micsynvisk

Candida tropicalis

Saccharomyces cerevisiae
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2.3. Biopelicula intraconducto

Con el uso de la microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) Nair en el afio
de 1987, examind el contenido de los conductos radiculares de dientes con caries y
el tejido inflamatorio periapical adjunto en dientes extraidos. Durante sus
observaciones sefalo la existencia de cocos, filamentos y espiroquetas, que se
encontraban mayormente suspendidos en un espacio del conducto himedo, la
presencia de agregados y capas de condensaciones bacterianas adheridas a las
paredes del canal radicular y un material amorfo que llenaba los espacios
interbacterianos. Cuando estaban presentes estas condensaciones bacterianas, se
observaban como una estructura empalizada similar al de la placa dentobacteriana
lo que llevd a la conclusion de que los mecanismos para la unién bacteriana eran

similares como aquellos para la formacién de la placa dentobacteriana [Nair 1987].

Mas tarde, Sen y cols.,, en el afio de 1995 por medio de microscopia
electrénica de barrido (SEM), investigaron las paredes de los conductos radiculares
en dientes infectados y encontraron que las bacterias formaban densas colonias en
las paredes del conducto, asi como en los tubulos dentinarios; adicionalmente
observaron que los hongos eran capaces de formar colonias separadas de las

paredes del conducto radicular [Sen 1995].

Actualmente la aplicacién de nuevas técnicas de microscopia y de biologia
molecular ha permitido tener un avance en el estudio y comprensidon de las
biopeliculas que podemos encontrar en la cavidad bucal y un conocimiento mas
detallado de las interacciones microbianas esenciales para su formacién. De igual
manera las técnicas de cultivo modernas han sido muy utiles para demostrar la

asociacion de bacterias orales con la patologia pulpar y periapical [Brito 2007].
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Formacioén de la biopelicula intraconducto

Un conducto radicular con tejido pulpar necrético constituye un espacio para
la colonizacién bacteriana proporcionando a las bacterias un entorno himedo,
calido, nutritivo y anaerobio al que, por lo general, no pueden acceder las defensas
del huésped debido a la falta de microcirculacion activa en el conducto radicular y la

barrera que proporciona la biopelicula.

La biopelicula intraconducto se forma en las paredes dentinarias del conducto
radicular necrdtico donde los microorganismos que lo conforman pueden invadir los
conductos accesorios y los tubulos dentinarios. Los tubulos dentinarios tienen
suficiente diametro para permitir el paso de la mayoria de las bacterias orales y se
han observado infecciones tubulares en la mayoria de los dientes que tenian
lesiones de periodontitis apical. Aunque es mas frecuente observar una penetracion
intratubular mas superficial, algunas bacterias pueden penetrar hasta 300 um,

como se puede observar en la (Fig. 11).

En la infeccidn prolongada de los conductos radiculares, los microorganismos
se propagan por todo el sistema de conductos disminuyendo la disponibilidad de
nutrientes y alteran el estado ambiental dentro de este, comvirtiéndose en un
ambiente mas anaerdbico que dificulta la supervivencia de estos microorganismos.
Por esta razdén, tienden a ubicarse en zonas especificas del conducto radicular
necrdtico, que les garanticen su supervivencia asi como también el poder expresar
factores de virulencia que les permitan agregarse, colonizar e invadir los tejidos del
huésped. La formacién de la biopelicula intraconducto es un medio por el cual los
microorganismos sobreviven a estas condiciones ambientales y nutricionales

desfavorables [Walton 2010; Nair 2000].

Capitulo 2 49



Figura 11. La biopelicula intraconducto seforma en las paredes dentinarias del conducto radicular necrotico
donde los microorganismos que lo conforman pueden invadir los conductos accesorios y los tibulos
dentinarios. En la figura A se observa una micrografia electronica de barrido (SEM) de la dentina libre de
bacterias. En la figura B laimagen tomada con SEM muestra la presencia de cocos, bacilos y organismos
filamentosos conformando |a biopelicula intraconducto. En la figura C se observa por medio de SEM como un
conjunto de microorganismos ha invadido el interior de un tibulo dentinario. Aunque es mas frecuente
observar una penetracion intratubular mas superficial, algunas bacterias pueden penetrar unas 300 pm.

En la pulpitis irreversible la principal fuente energética de las bacterias lo
constituyen el liquido intersticial, los residuos de descomposicion pulpar y el plasma
sanguineo, que varia conforme avanza el tiempo y la progresidn de la inflamacion.
Inicialmente las bacterias sacaroliticas utilizan los glicidos obtenidos del medio para
su nutricion, de esta forma se libera acido lactico y férmico como producto de su
metabolismo. Conforme avanza la inflamacidon los glucidos se agotan y los
aminoacidos se convierten en la Unica fuente nutritiva, que resultan de la hidrélisis
de las proteinas tisulares. Esta fuente nutritiva es utilizada por bacterias anaerobias
como Porphyromonas sp., Prevotella sp., Fusobacterium sp., Eubacterium sp. y
Parvimonas sp. De esta forma se va dando una transformacién de una flora
basicamente aerobia y anaerobia facultativa a una flora predominantemente de

tipo anaerobia facultativa y estricta [Cohen 2011].

Como se menciond anteriormente (capitulol), el primer paso para que inicie
la formacién de la biopelicula es la adhesion bacteriana. El reconocimiento entre
especies, la coagregacion y la sinergia metabdlica contribuyen al desarrollo de la
biopelicula intraconducto [Jenkinson 2011]. Se han reportado varias asociaciones
bacterianas en conductos radiculares necréticos, las cuales se describirdan a

continuacion por géneros:
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Streptococcus sp.: son bacterias anaerobias facultativas, que se unen a una

amplia variedad de microorganismos orales lo que le permite desarrollar
redes microbianas complejas que estabilizan a las comunidades. Algunas
especies de este género pertenecen al grupo de los colonizadores primarios,
ya que expresan una diversidad de moléculas en la superficie celular para la
adhesion [Palmer 2001]. También tienen la capacidad de alterar el potencial
patdgeno de la biopelicula, influir en el desarrollo de esta y puede elevar el
potencial patégeno de otras bacterias. Por ejemplo, puede mejorar el
crecimiento y la virulencia de P. gingivalis y T. denticola [Whitmore 2011].
Una relacién antagodnica entre especies de Streptococcus se ha observado
entre S. sanguinis y S. mutans, y se basa en la produccién de perdxido de
hidrégeno (H,0,) por S. sanguinis y las bacteriocinas producidas por S.
mutans [Kreth 2005].

También proporcionan sitios receptores Unicos para: F. nucleatum [He
2012], T. forsythia, T. denticola y P. gingivalis [Kuboniwa 2010; Perisasamy
2010].

Fusobacterium sp.: F. nucleatum se ha aislado con frecuencia en infecciones

pulpares primarias, tiene la capacidad de tolerar altas concentraciones de
oxigeno por lo que puede ayudar a reducir el oxigeno presente en el medio
para permitir el crecimiento de bacterias anaerdbicas estrictas
[Kolenbrander 1995]. También puede elevar el pH de su entorno a través de
la generacion de amoniaco, lo que neutraliza los acidos producidos por otros
microorganismos y crea un entorno mas favorable para las bacterias
sensibles al acido, como por ejemplo P. gingivalis [Takahashi 2003]. Puede
encontrarse solo o en asociacién con: Enterococcus sp. y / o P. gingivalis,
Parvimonas micra, Selenomonas sputigena, Campylobacter rectus y

Porphyromonas endodontalis. F. nucleatum se ha encontrado asociado con
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una amplia variedad de microorganismos orales [Cisar 1979; George 1992;
Kolenbrander 1989; Kolenbrander 1989].

Porphyromonas sp.: la presencia de Porphyromonas sp. y sin duda, su

asociacion con otras bacterias puede contribuir a la patogenicidad y el
mantenimiento del proceso infeccioso. La disponibilidad de nutrientes, la
baja tensidn de oxigeno y las interacciones con otras bacterias dentro de los
conductos radiculares necréticos, son determinantes ecoldgicos importantes
para estas bacterias. Puede encontrarse asociada con: Porphyromonas sp.
con Prevotella sp., P. gingivalis con Enterococcus sp., F. nucleatum y T.
denticola (P. gingivalis produce acido isobutirico que estimula el crecimiento
de T. denticola, mientras que T. denticola produce dacido succinico que
aumenta el crecimiento de P. gingivalis) [Kolenbrander 2002; Cogoni 2012].
Prevotella _sp.: P. intermedia es afin a P. micra, Peptostreptococcus
anaerobius y a Eubacterium sp; mientras que, P. endodontalis inhibe su
crecimiento. Algunas asociaciones de bacterias resultan mas potentes que
otras, por ejemplo, la unién entre Prevotella sp., Porphyromonas sp.,
Fusobacterium sp. y Parvimonas sp. incrementan el grado de destruccién
periapical.

Treponema sp.: las espiroquetas tales como T. denticola y Treponema

socranskii se han detectado en infecciones pulpares primarias. Se ha
encontrado en asociacion con: F. nucleatum, P. gingivalis, Enterococcus sp.,
Prevotella nigrescens y P. endodontalis [Ikegami 2004;. Sharma 2005].
Dialister sp.: D. pneumosintes ha sido aislado de infecciones endoddnticas
primarias y en asociacidén con P. nigrescens. Ambos microorganismos tienen
un efecto sinérgico en la sitios infectados principalmente en las lesiones
periapicales.

Enterococcus sp.: Enterococcus faecalis junto con P. gingivalis y F. nucleatum

se encuentra en grandes numeros y su presencia puede contribuir al
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desarrollo de infecciones crdnicas, tales como periodontitis. Estas bacterias
podrian ser muy resistentes contra los agentes antimicrobianos.

Candida sp.: algunas especies de Candida han demostrado coagregarse con
ciertas bacterias orales como por ejemplo: Candida dubliniensis con F.
nucleatum, Candida tropicalis con S. gordonii, C. albicans con Actinomyces
sp., Candida sp. con F. nucleatum, C. albicans con S. sanguinis, S. gordonii, S.
oralis y Streptococcus anginosus [Holmes 1995; Jenkinson 1990; Siqueira

2004].

En la etapa final de desarrollo de la biopelicula, el desprendimiento de los

microorganismos puede ocurrir como una consecuencia del antagonismo o
exclusién, en donde los microorganismos que conforman la biopelicula regresan al
estado planctdnico. Esta accién les puede permitir invadir y colonizar nuevos

nichos.

2.3.1. Factores que influyen en la formacién de la biopelicula

intraconducto

Los principales factores que influyen para que los microorganismos formen la

biopelicula intraconducto son:

Factores nutricionales: dentro de los conductos radiculares, las bacterias

pueden utilizar diversas fuentes de nutrientes como el tejido pulpar
necrotico, las proteinas y glucoproteinas del liquido intersticial o exudado
que se filtran de los agujeros apicales y laterales, los componentes de la
saliva que penetran coronalmente hacia el conducto y los productos del
metabolismo microbiano. Todos estos aportan una fuente nutricional
importante en las fases iniciales de la colonizacion bacteriana. En fases mas

avanzadas del proceso infeccioso, las condiciones nutricionales soélo
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favoreceran a aquellos microorganismos que metabolizan péptidos y
aminodacidos [Walton 2010].

Tensidn de oxigeno y potencial redox: en las fases tempranas del proceso

infeccioso pulpar predominan las bacterias facultativas, pero al cabo de
algunos dias o semanas disminuye el oxigeno en el interior del conducto
radicular a causa de la necrosis pulpar y por el consumo de las bacterias
facultativas. De esta manera se crea un entorno anaerobio con un potencial
redox reducido, favoreciendo especialmente a las bacterias anaerobias
estrictas [Walton 2010; Negroni 2009]. Por lo tanto, las bacterias presentes
dentro del sistema de conductos, sobre todo las que se encuentran en tercio
medio y apical deben ser capaces de resistir y adaptarse a estos cambios
asociandose en una biopelicula [Siqueira 2008].

Propiedades fisicas de la superficie: la rugosidad de la superficie, puede

aumentar el area de superficie y por lo tanto aumentar la colonizacion. En
un estudio se demostré que se produce mas rdpidamente una biopelicula
sobre una superficie rugosa [Bos 1999; Quirynen 1995]. La composicién
qguimica de una superficie también puede afectar en la colonizacién
microbiana, ya que puede contener componentes beneficiosos o
perjudiciales [Roberts 1999].

Interacciones microbianas: como se menciond anteriormente las

interacciones positivas favorecen la supervivencia de los microorganismos
gue interactian e incrementan las probabilidades de, que determinadas
especies coexistan en el nicho. Por el contario, las interacciones negativas
limitaran la densidad de la poblacién que conforma a la biopelicula

intraconducto [Walton 2010].
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2.4. Respuesta inmunoldgica en la infeccidon pulpar

Dependiendo de la intensidad, duracién de la agresién y de la capacidad de
respuesta del huésped, se puede presentar una inflamacién pasajera (pulpitis

reversible) hasta una pulpitis irreversible y posterior necrosis pulpar [Walton 2010].

La inflamacién pulpar comienza como una respuesta inmunolégica de bajo
grado a los antigenos bacterianos en vez de una reaccion inflamatoria aguda. El
infiltrado celular inflamatorio inicial consiste casi completamente de linfocitos,
macrofagos y células plasmaticas, cabe mencionar que este tipo de infiltrado celular
es tipico de una reaccidon inflamatoria crénica. Adicionalmente, existe una
proliferaciéon de pequefnos vasos sanguineos y fibroblastos con depdsito de fibras
coldgenas, esta es la razén por la cual no toda reaccion inflamatoria resulta en una
lesién permanente (pulpitis reversible). La inflamacidon crénica es considerada
generalmente como una reaccién inflamatoria reparativa, ya que todos los
elementos necesarios para la cicatrizacidén estan presentes. Cuando las bacterias
son eliminadas antes de que alcancen la pulpa, el proceso inflamatorio se resuelve y

la cicatrizacion ocurre [Trowbridge 2002].

La pulpa sufre una inflamacion aguda cuando las bacterias invaden la dentina
reparadora que se ha formado antes de la lesién. Durante esta respuesta se dilatan
los vasos sanguineos y pueden encontrarse algunas células inmunolégicamente
competentes como diversos subtipos de linfocitos como T4 o ayudadores, T8 o
citotoxicos y células B, células dendriticas y macréfagos que progresivamente
aumentan en cantidad. Por otra parte, las vénulas se congestionan o colapsan y
existe evidencia de edema [Trowbridge 1981; Roberto 1994; Rodriquez 2003;
Seltzer 1970]. La reaccion inflamatoria en esta etapa esta determinada por un
aumento del flujo sanguineo, aumento del volumen de los vasos, de la
permeabilidad vascular y exudado. Esto como consecuencia del extravasamiento de

liquidos plasmaticos, donde se da un aumento de la viscosidad de la sangre y
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disminucion en la velocidad del flujo sanguineo. Los leucocitos polimorfonucleares
(PMN) son los elementos de la primera linea de defensa los cuales se dirigen hacia
la periferia de los vasos donde el flujo es mas lento, lo que se conoce como
marginacion leucocitaria. A continuacion, los neutréfilos atraviesan las paredes de

los vasos y pasan a los espacios extravasculares [Bergentholtz 1981].

Una vez que los microorganismos tienen contacto con el tejido pulpar, se
produce una acumulacién masiva de PMN gracias a sustancias quimiotaxicas
liberadas por las propias bacterias y por la activacion bacteriana del sistema del
complemento; formando microabscesos o zonas de supuracién. Mientras mas
microorganismos invadan el tejido pulpar, los mecanismos de defensa

eventualmente serdn vencidos [Trowbridge 2002; Bergentholtz 1981].

El tejido pulpar cuenta con un aporte sanguineo relativamente limitado en
relacion con el volumen de tejido presente en el espacio de la cdmara y los
conductos radiculares, por lo que cuando la demanda de elementos inflamatorios
es mayor a la posibilidad que tiene el sistema vascular de transportarlos hasta el
sitio del dafio, los microorganismos crecen sin oposicidon dentro del sistema de
conductos causando necrosis pulpar [Trowbridge 2002]. La necrosis pulpar es la
descomposicion séptica o no, del tejido conjuntivo pulpar que cursa con la
destruccion del sistema microvascular y linfatico de las células, y en ultima instancia
de las fibras nerviosas [Pumarola 2001]. Por lo tanto, la necrosis pulpar es
totalmente asintomadtica, siempre y cuando no afecte a los tejidos periapicales. En
estos casos, la existencia de sintomatologia ya no dependera propiamente del

proceso pulpar, sino de la infeccion periapical [Cohen 2011; Marshall 1970].

La necrosis del tejido se desarrolla cuando los PMN mueren y liberan
metabolitos activos del oxigeno y proteasas. Los PMN contienen mas de 20
proteasas, de las cuales las mas importantes son la elastasa, la gelatinasa y Ila

colagenasa, esta combinacion da como resultado una necrosis por licuefacciéon. Al
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igual que las proteasas, las enzimas lisosomales de los PMN tienen un rol
importante en la digestion de los microorganismos fagocitados, ya que contribuyen
en la destruccién del parénquima pulpar debido a que no discriminan entre el tejido
del huésped y el agente extrafio [Trowbridge 1981]. El desarrollo de la necrosis
pulpar, también se ve favorecido por el aumento en la presion intrapulpar por un
drenaje insuficiente de los liquidos intersticiales (producto de la inflamacién), dando
lugar a la destruccidén progresiva e inadvertida del tejido como consecuencia de la

falta de circulacion colateral y rigidez de las paredes dentinarias [Ingle 2004].
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3. Microbiota de las infecciones periapicales y formacion

de biopelicula
3.1. Infeccion periapical

La infeccion periapical se presenta cuando el proceso inflamatorio y sus
productos, los metabolitos provenientes de la degradacién del tejido pulpar y/o las
bacterias y sus toxinas, se acercan al tejido conjuntivo de la unién pulpo-periapical
[Mousavi 2006]. Una vez que los microorganismos colonizan el conducto radicular
necrético hasta la porcion apical pueden invadir a través de diferentes vias de

infeccion los tejidos periapicales inflamados [Walton 2010].

3.1.1. Vias de infeccion periapical

Existen diversas vias de infeccién que permiten la comunicacién entre el
conducto radicular necrético y los tejidos periapicales. Los microorganismos pueden

invadir estos tejidos a través de las siguientes vias (Fig. 12):

e Foramen apical: El foramen apical es la principal via de comunicacién entre

el conducto radicular y los tejidos periapicales. Este puede tener una
terminacidn uUnica o dividirse en multiples terminaciones (delta apical).

e Conductos accesorios, secundarios y laterales: Los conductos laterales son

aquellos que se extienden desde el conducto radicular principal en dientes
unirradiculares y multirradiculares, hacia el ligamento periodontal de forma
perpendicular. Los conductos secundarios se extienden desde el conducto
principal al ligamento periodontal en la regidon apical y los conductos
accesorios se derivan de conductos secundarios ramificdndose hacia el
ligamento periodontal en la regidn apical.

e Tubulos dentinarios: Son estructuras cilindricas delgadas que se extienden

por todo el espesor de la dentina desde la pulpa hasta la unién

amelodentinaria o cementodentinaria. Los tubulos dentinarios hacen
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permeable a la dentina, ofreciendo una via de entrada a los irritantes
provenientes del tejido pulpar inflamado o necrético y de los
microorganismos presentes en el tejido pulpar infectado [Cohen 2011].

Via periodontal: Los microorganismos del surco gingival pueden llegar al

tejido pulpar a través del ligamento periodontal, usando un conducto lateral
o el foramen apical como un camino.

Anacoresis: Los microorganismos circulantes en la sangre o linfa pueden ser
atraidos hacia el tejido pulpar inflamado y colonizarlo, también se le conoce
como bacteremia transitoria.

Extensidn: Los microorganismos de un diente infectado pueden migrar a uno
con tejido pulpar y periapical sano por la cercania de los tejidos comenzando

asi, el proceso inflamatorio e infeccioso.

Apicel
& Foramen

Figura 12. Se muestran las principales vias de
infeccion que comunican el tejido pulpar
infectado con los tejidos periodontales, estas
son: los tdubulos dentinarios, los conductos

accesorios y el foramen apical.
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3.1.2. Clasificacion de las infecciones periapicales

Las lesiones periapicales se clasifican de la siguente manera [Cohen 2011]:

Periodontitis apical sintomatica (aguda): Se presenta por la extensién inicial

de la inflamaciéon pulpar hacia el ligamento periodontal de la regién apical.
Entre los factores irritantes que pueden provocar esta alteracion
encontramos a los mediadores inflamatorios de una pulpa inflamada
irreversiblemente, las toxinas bacterianas procedentes de las pulpas
necréticas, las restauraciones en hiperoclusion, la sobreinstrumentacion del
conducto radicular, la extrusién de los materiales de restauracién y
determinadas sustancias quimicas (irritantes o desinfectantes) [Torabinejad
2002].

Periodontitis apical asintomdtica (crdnica): Es causada por la necrosis de la

pulpa y suele presentarse como una secuela de la periodontitis apical
sintomatica. Desde el punto de vista histoldgico, la periodontitis apical
asintomatica se clasifica en granuloma y quiste periapical.

Osteitis condensante: Es una variante de la periodontitis apical asintomatica

gue se caracteriza por un aumento del hueso trabecular como respuesta a
una irritacion persistente. La principal causa de la osteitis condensante, es la
difusidn los agentes irritantes provenientes del conducto radicular hacia los
tejidos periapicales. Esta lesidn suele localizarse alrededor de los apices de
los dientes inferiores posteriores que presentan una probable causa de
inflamacién o necrosis pulpar. Sin embargo, la osteitis condensante puede
aparecer en el apice de cualquier diente.

Absceso apical agudo: Es un proceso inflamatorio de origen pulpar que

afecta a los tejidos periapicales. Se presenta una destruccién de los tejidos
periapicales y un proceso inflamatorio severo, como respuesta ante

irritantes procedentes de los microorganismos y de la necrosis del tejido del
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conducto radicular [Torabinejad 2002]. Un absceso consiste en una
acumulacién de pus en una cavidad por la licuefaccién del tejido pulpar y
este puede ser localizado o difuso. En muchos casos el absceso no se
comunica directamente con el agujero apical.

e Absceso apical crénico: Es un trastorno inflamatorio de origen pulpar que se

caracteriza por la presencia de una lesiéon previa que ha dado paso a un
absceso, que drena hacia una superficie mucosa (conducto sinusal) o
cutanea. Suele asociarse a una periodontitis apical crénica que ha formado

un absceso y puede clinicamente confundirse con un absceso periodontal.

3.1.3. Fisiopatologia de las infecciones periapicales

El principal agente etiolégico de las infecciones periapicales es la necrosis del
tejido pulpar. Esta condicion deriva de una pulpitis irreversible no tratada, una
lesion traumatica o cualquier circunstancia que origine interrupcion prolongada de

la irrigacién sanguinea al tejido pulpar [Bergentholtz 1981].

El sistema de conductos radiculares infectado puede albergar grandes
cantidades de irritantes debido a los cambios patolégicos del tejido pulpar, cuando
los productos del proceso inflamatorio, bacterianos y de la necrosis pulpar se
difunden o diseminan a los tejidos periapicales a través de las vias antes descritas,
se desarrollara una respuesta inflamatoria (periodontitis apical) y posteriormente la

formacion de una lesién periapical [Walton 2010].

A diferencia del tejido pulpar, los tejidos periapicales poseen una fuente casi
ilimitada de células indiferenciadas que pueden participar en el proceso
inflamatorio y de reparacién. Ademas, estos tejidos disponen de una vascularizacién
colateral y un sistema de drenaje linfatico muy extenso. La interaccidon entre los
irritantes procedentes del espacio radicular y de las defensas del huésped pone en

marcha un sistema muy amplio de reacciones de proteccién. Pero algunas de estas
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reacciones pueden tener consecuencias destructivas, como la reabsorcién del hueso
perirradicular. La reabsorciéon dsea crea una separacion entre los irritantes y el

hueso, evitando de este modo la osteomielitis [Walton 2010].

Cuando los componentes antigénicos llegan al apice, el tejido afectado
muestra una serie de cambios histoldgicos que van desde una reaccion inflamatoria
aguda hasta el desarrollo de una inflamacién de tipo crénico. En este ultimo, los
microorganismos localizados en la zona apical del conducto radicular se encuentran
rodeados por los tejidos periapicales inflamados y por acumulaciones de PMN, asi
como por capas de tejido epitelial localizado a nivel del foramen apical de esta
forma el huésped monta un sistema de defensa que impide la propagacion de la
infeccion. Este sistema de defensa se observa histolégicamente como un
granuloma, que es una acumulacidn de tejido granulomatoso con gran infiltrado de
monocitos, macréfagos, linfocitos, células plasmaticas y en ocasiones PMN o como
un quiste, que es una cavidad patoldgica revestida en su interior con epitelio y
externamente con tejido conectivo fibroso, en cuyo interior contiene liquido o

material semisdlido.

Dependiendo de la gravedad, la duracién de la irritacién y de la respuesta del
huésped, la patologia periapical puede ir desde una inflamacién leve hasta una
destruccién extensa de los tejidos. Las reacciones implicadas son muy complejas y
suelen estar mediadas por mediadores inflamatorios inespecificos, asi como por
reacciones inmunitarias especificas (como se describira mas adelante) [Walton

2010].

3.2. Microbiota de las infecciones periapicales

Los microorganismos que infectan el tejido pulpar son el principal agente
causal de las infecciones periapicales, en esta lesiones se han aislado diversas

especies bacterianas las cuales podemos observar en la (Tabla 4) [Siqueira 2009].
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Una vez que el conducto radicular esta infectado, la infeccién progresa
apicalmente hasta que los productos bacterianos o las bacterias irritan los tejidos
periapicales, estableciéndose una infeccidon periapical. De igual modo, con el
empleo de nuevas técnicas moleculares se han identificado nuevos patégenos
implicados con las infecciones periapicales, como se muestra en la (Tabla 5) [Brito

2013].

Tabla 4. Especies bacterianas presentes en las infecciones periapicales.

Atopobium parvulum

Fusobacterium periodonticum

Pyramidobacter piscolens

Actinomyces israelii

Gemella morbillorum

Slackia exigua

Actinomyces odontolyticus

Granulicatella adiacens

Solobacterium moorei

Actinomyces radicidentis

Olsenella uli

Streptococcus sp.

Anaeroglobus geminatus

Parvimonas micra

Tannerella forsythia

Atopobium rimae

Peptostreptococcus anaerobius

Treponema amylovorum

Campylobacter gracilis

Peptostreptococcus stomatis

Treponema denticola

Campylobacter rectus

Porphyromonas endodontalis

Treponema lecithinolyticum

Catonella morbi

Porphyromonas gingivalis

Treponema maltophilum

Centipeda periodontii

Prevotella baroniae

Treponema médium

Dialister invisus

Prevotella intermedia

Treponema parvum

Dialister pneumosintes

Prevotella multisaccharivorax

Treponema pectinovorum

Eikenella corrodens

Prevotella nigrescens

Treponema socranskii

Enterococcus faecalis

Prevotella tannerae

Treponema vincentii

Eubacterium sulci

Propionibacterium acnes

Veillonella parvula

Filifactor alocis

Propionibacterium propionicum

Fusobacterium nucleatum

Pseudoramibacter alactolyticus

sp: especies.
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Se han encontrado también otros microorganismos asociados con las
infecciones periapicales como levaduras de C. albicans (ver Tabla 6) principalmente
en infecciones periapicales cronicas y persistentes, arqueas como
Methanobrevibacter oralis en periodontitis apical asintomatica [Cohen 2011] vy
virus como Citomegalovirus humano (CMVH) y el virus de Epstein-Barr (VEB) en
periodontitis apical sintomdtica y asintomatica, cerca del foramen apical en zonas
de reabsorcién y en la superficie externa de la raiz (apices) [Cohen 2011; Siqueira
2013; Rocas 2011]. En un estudio histoldgico, C. albicans se encontré presente en
los granulomas periapicales [Eidelmann 1978], se observé que el tejido de
granulacidn presentaba una infeccidn invasiva por levaduras e hifas de C. albicans y
de igual manera, las superficies radiculares estaban también cubiertas por densas
masas de levaduras, los tubulos dentinarios estaban totalmente llenos de hifas,
como se muestra en la (Fig. 13) [Waltimo 2003]. Estos microorganismos se aislan

principalmente en infecciones periapicales de pacientes inmunocomprometidos.

Tabla 5. Nuevas especies bacterianas presentes en infecciones

periapicales identificadas por medio de técnicas moleculares.

Atopobium genomosp. C1 Synergistes oral clone BA121
Bacteroidetes oral clone X083 Synergistes oral clone BHO17
Desulfobulbus oral clone R004 Synergistes oral clone W028
Dialister oral clone BSO16 Synergistes oral clone W090
Eubacterium oral clone BP 1_89 Synergistes oral clone E3_33

Lachnospiraceae oral clone 55A_34 | TM7 oral clone 1025

Lachnospiraceae oral clone CE7_60 |TM7 oral clone AH040

Migasphaera oral clone BSO16 Veillonella oral clone BP 1_85
Prevotella oral clone PUS 9.180

genomosp: genoespecie o especie genética.
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Tabla 6. Especies de hongos aislados en infecciones periapicales.

Candida albicans Candida guilliermondii
Candida glabrata Candida parapsilosis
Candida guilliermondii Geotrichum candidum
Candida inconspicua Saccharomyces cerevisiae
Candida tropicalis

Figura 13. Imagen a) Micrografia electronica de barrido donde se observan las blastosporas de C. albicans
sobre superficie del canal radicular, invadiendo también los tibulos dentinarios {10 pm). Imagen b}
Micrografia electronica de barrido donde se observa la invasion de los tubulos dentinarios por hifas de C.
albicans (2 pm).

3.3. Biopelicula extrarradicular

Tronstad y cols. en el ailo de 1990, evaluaron la superficie de los dpices radiculares
de dientes extraidos con SEM y observaron que el vértice de las raices adyacentes a
el foramen apical estaba revestido con una capa continua con un contenido y
variedad menor de microorganismos (cocos, bacilos y filamentos) comparado con
los de la biopelicula intraconducto (Fig. 14). También encontraron que en las
irregularidades de las superficie, los microorganismos se mantenian unidos por
medio de un material extracelular [Tronstad 1990]. En otro estudio realizado por
Lomcali y cols. encontraron que en las zonas donde el cemento presentaba

resorcidn habian células bacterianas y levaduras embebidas en una matriz con una
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estructura lisa. Este revestimiento fue considerado como una combinacion de

productos bacterianos y componentes inflamatorios locales.

Por su parte, Leonardo y cols. con el uso de SEM evaluaron los apices
radiculares de dientes extraidos con diversas condiciones, pulpas vitales o
necrdticas con o sin lesiones apicales y encontraron que la formacién de
biopeliculas estaba presente sélo en los dientes con periodontitis apical
asintomatica [Cohen 2001], la presencia de lesiones periapicales crénicas causaban
severos cambios en la estructura apical, como una destrucciéon de las fibras
colagenas y diferentes grados de reabsorcion del cemento formando lagunas en el
que las biopeliculas bacterianas persistian, como se puede observar en la (Fig. 15)

[Leonardo 2002; Tang 2004].

Por lo tanto, cada uno de los microorganismos que tuvieron la capacidad de
superar los mecanismos de defensa del huésped en las cercanias del formen apical y
prosperar en el tejido periapical inflamado [Hornef 2002], podran dentro de este
nuevo ambiente interactuar entre si, para conformar una biopelicula fuera del
conducto radicular. Esta biopelicula les permitira sobrevivir ante las defensas de los
tejidos periapicales y continuara de esta forma el proceso inflamatorio en la region

periapical.

La biopelicula extrarradicular se forma sobre el cemento perirradicular, en
este caso sobre la region priapical de un diente con necrosis pulpar donde existen
zonas de reabsorcion del cemento [Frank 2006], este tipo de biopelicula se ha
encontrado principalmente en dientes con periodontitis apical asintomatica y en
abscesos apicales crénicos asociados con fistula. La posible calcificacién de esta
biopelicula se ha asociado con la inflamacién y retraso en la cicatrizacion periapical,
lo que contribuye en la persistencia de la infeccion [Harn 1998]. También se ha
encuentrado que en la regidon periapical, cuando aun no existen de manera definida

estas zonas de reabsorcion del cemento, el establecimiento de los microorganismos
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en los tejidos periapicales puede darse por su adhesion a la superficie del apice
radicular en forma de estructuras similares a una biopelicula o dentro del cuerpo de

la lesion inflamatoria, como colonias cohesivas [Jacinto 2005].

Figura 14. Biopelicula extrarradicular. Se ha observado la presencia de que
muestra la presencia: a) cocos, b) filamentos colocados en posicion vertical
sobre la superficie y c) bacilos. En la imagen d) se observa una biopelicula
en la superficie externa apical de la raiz que se componede filamentosy
bacilos.

El tamafio de los agregados bacterianos es importante para que la fagocitosis
se lleve acabo, por lo tanto, las bacterias parecen ser capaces de evadir
colectivamente las defensas del huésped mediante la construccién de estas colonias
cohesivas. Por ejemplo, las colonias de Actinomyces sp. pueden vivir en equilibrio
con los tejidos del huésped sin necesariamente inducir una respuesta aguda, sino
mas bien, permiten el mantenimiento de la inflamacién periapical crénica. Esta
relacion puede deberse a la baja patogenicidad de estos microorganismos y la

minima respuesta del huésped, pudiendo ser la razén de la perpetuacion de la
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lesién periapical crénica. Por lo tanto, se necesitarian de numerosas células de

Actinomyces sp. para desarrollar una infeccion persistente [Kurita-Ochiai

Figura 15. En la imagen a) se puede apreciar el apice radicular con cambios
morfoldgicos en el cemento radicular cerca del foramen apical, también se muestran
areas de cemento intacto {flecha corta) entre las zonas de resorcion (flecha larga),
imagen b) se muestran las fibras de colageno dispuestas en diferentes direcciones
que se extiende desde la superficie apical, imagen c) se muestra con un mayor
aumento las areas de resorcion del cemento de la imagen a) observandose unas areas
con microorganismos {flecha) y en laimagen d} se muestran con mayor amplificacion
los microorganismos presentes en las areas de resorcion del cemento radicular.

Cabe mencionar que se ha encontrado frecuentemente, una mayor formacién
de biopelicula intraconducto en el tercio apical de dientes con grandes lesiones
periapicales radioldgicas que en aquellos con lesiones pequefias. Lo que indica que
existe una estrecha relacidn entre la biopelicula intraconducto y en el dafio que

puede causar a los tejidos periapicales [Sundqvist 1976, Rocas 2008].

Por lo tanto, la severidad de una infeccidn periapical puede relacionarse con
los microorganismos que conformen la biopelicula intraconducto, ya que las

asociaciones sinérgicas microbianas (como se describieron en el capitulo 2)
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contribuyen en el desarrollo de comunidades mas virulentas [Kesavalu 1998]. Cada
una de las especies que participan en la infeccién periapical, incluso las especies
consideradas como no virulentas y / o presentes en menor cantidad pueden afectar
la virulencia de otros miembros de la comunidad. Se ha observado que también los
microorganismos que conforman una biopelicula no fomentan infecciones agudas,
sino croénicas, debido al tipo de metabolismo del mismo y a sus caracteristicas

[Khemaleelakul 2006].

3.4. Respuestainmunoldgica en las infecciones periapicales

A medida que los microorganismos, sus productos metabdlicos y los
productos de la inflamacién pulpar se diseminan hacia los tejidos periapicales las
células inmunitarias innatas y adaptativas liberan grandes cantidades de
mediadores de la inflamacién, por lo que, todos estos mediadores comenzardn a
alterar la fisiologia de los tejidos periapicales [Walton 2010].

Como se explicd anteriormente, la infeccidn del tejido pulpar y la posterior
formaciéon de la biopelicula intraconducto estd dada por una gran diversidad
microbiana predominantemente anaerdbica Gram negativa, esta infeccion inicia
una respuesta inmunolégica en el tejido pulpar para eliminar a los agentes
agresores, sin embargo en la mayoria de los casos no se resuelve, ocasionando una
necrosis total del tejido pulpar y como resultado de esta alteracién se desarrolla
una respuesta inmunoldgica secundaria en los tejidos periapicales (periodontitis
apical) [Cortes 1994; Yamasaki 2006; Ohshima 2003].

En consecuencia, se desarrollard una respuesta inmunoldgica innata inicial, en
donde las células epiteliales y endoteliales del ligamento periodontal expresan bajos
niveles de moléculas de adhesién y quimiocinas generando un estimulo para la
atraccién y activacion de fagocitos, PMN vy citocinas proinflamatorias. Esta
respuesta inicia con la vasodilatacidén, obstruccion vascular, edema, extravasacion

de macrofagos y leucocitos en el ligamento periodontal. Con esta primera linea de
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defensa la invasion de los microorganismos puede limitarse, sin embargo, la
virulencia de los mismos pueden darles acceso al foramen apical y establecerse en
la superficie externa de la raiz [Stashenko 1998; Anderson 2002; Caviedes-Bucheli

2006].

La presencia y distribucion de los
microorganismos en los  conductos
radiculares infectados y su influencia como
precursores de las reacciones inflamatorias

de los tejidos periapicales establecen una

importante asociacién de causa y efecto, P o >
de microorganismos con gran virulencia y  Figura 16. Se pueden observar las células
mononucleares en los alrededores o 'dentro’

poca capacidad defensiva, se la biopelicula extrarradicular.

es decir, si se tiene un niumero importante

desencadenara un proceso inflamatorio agudo; si por el contrario, el nimero de
microorganismos es reducido, con una virulencia atenuada y tiene buena capacidad
defensiva, el proceso inflamatorio dara lugar a un cuadro crénico [Bergenholtz0
1981; Hahn 1989; Huang 1999; Mudie 2006]; aqui se determina también la

importancia que tiene que un microorganismo forme parte o no de una biopelicula.

También los componentes microbianos juegan un papel importante en la
respuesta inmune de los tejidos periapicales, las bacterias anaerobias Gram
negativas presentan LPS como componente de la pared celular, tiene la propiedad
de incentivar a células inmunocompetentes para producir mediadores moleculares
inflamatorios [Tokuda 2001; Wilson 1996]. El LPS, estimula la produccion de los
metabolitos derivados del acido araquidénico, especialmente prostaglandinas, la
cual produce un aumento de la permeabilidad vascular e induce la resorcién dsea.
Tanto LPS como el ALT presente en la membrana celular de las bacterias Gram

positivas, activan la respuesta inmunoldgica innata por mecanismos muy similares,

Capitulo 3 70



principalmente a través de la activacion del sistema del complemento; adicional a
esto, ambas tienen la capacidad de inducir la liberacién de citocinas
proinflamatorias tales como el FNT-q, IL-2, IL-10, IL-4 e interferones (IFN) [Hahn

2004; Tokuda 2001].

Cada una de las endotoxinas y enzimas bacterianas pueden potencializar la
infeccidn, ya que pueden promover la inhibicién de la quimiotaxia de los neutroéfilos
y fagocitosis, ver (Fig. 16), garantizan la migracion de enzimas lisosdmicas,
participan en la respuesta inmunoldgica por la actividad de C3 y C5, inducen la
produccién de anticuerpos y estimulan la liberacion de citocinas inflamatorias
[Regueiro 2002]. En general cada microorganismo en particular posee

caracteristicas de virulencia que determinan su mayor o menor patogenicidad.

Cuando los irritantes microbianos no son eliminados el proceso continua y los
componentes del sistema inmune no consiguen contrarrestarla, seguirdn llegando
mas neutrdfilos hasta alcanzar un numero considerable, al mismo tiempo ocurre la
degranulacion de los mastocitos en el tejido apical y aumento de la respuesta
vascular local por la liberacién de aminas vasoactivas como la histamina [Nair
2004]. Durante el proceso, los mediadores inflamatorios causan cambios en las
moléculas de adherencia expresadas por el endotelio vascular de los capilares
sanguineos apicales y alrededor de ellos. Estos cambios posibilitan que los
neutrdfilos de la sangre se adhieran al endotelio vascular activado y se deslicen
entre las células endoteliales para entrar en el tejido comprometido, sin embargo a
medida que van llegando mas neutrofilos al mismo tiempo ocurre la muerte de
estos y la liberacion del contenido de sus granulos, de tal manera que la
acumulacién y muerte local de los neutroéfilos representa una causa importante de
destruccién tisular durante las fases agudas de la periodontitis apical. Como Ia
inflamacién ha sido inducida por factores irritantes microbianos, los neutréfilos no

sélo atacardan y destruirdn a los microorganismos, sino también liberaran
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leucotrienos B4 (LTB4) y prostaglandinas (PG), que atraen mas neutrofilos,
macréfagos y mastocitos al drea afectada y activan a los osteoclastos de la zona
para iniciar el proceso de resorcién dsea. De la misma forma y paralelo a esto, la
activacion del sistema del complemento especificamente de las fracciones solubles
C3a y C5a atraen también mds neutrofilos de la sangre hacia los tejidos afectados y
estimulan la degranulacién de los mastocitos y la sintesis de citocinas inflamatorias

[Kiss 2004].

En ésta fase de la periodontitis apical, las interleucinas son liberadas por los
linfocitos y macrofagos entre estas: IL-1, IL-6, IL-8 y el FNT-a; las acciones locales de
éstas citocinas incluyen la potenciacion de la adherencia de los leucocitos a las
paredes endoteliales, la estimulacién de los linfocitos, la potenciacion de los
neutrdfilos, la activaciéon de la produccion de las PG y enzimas proteoliticas, la
potenciacion de la reabsorcion ésea y la inhibicion de la formaciéon désea

[Wisithphrom 2006].

Diferentes autores sefalan que IL-2, también inhibe la sintesis de coldgeno y
la accién neutrdfila, impidiendo el proceso de reparacién en los tejidos e IL-1 induce
y regula la degradacién del coldgeno y de la matriz extracelular por la actividad de
metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs) en los tejidos inflamados.
Ademas, IL-2 estimula la expansion clonal de la poblacidon de linfocitos T CD4 y
regula la secrecion de otras citocinas proinflamatorias por parte de macréfagos y
neutréfilos en la zona de la inflamacién [Byers 1990; Lepinski 2000; Heyeraas

1999].

Una vez liberadas en el drea de la inflamacion éstas citocinas van a estimular a
las células clasticas: osteoclastos, dentinoclastos y cementoclastos
respectivamente, para que segreguen acidos los cuales van a descalcificar el tejido
mineralizado de la zona y van a proporcionar el medio acido adecuado para la

accion de las enzimas proteoliticas, especificamente proteasas, colagenasas y
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gelatinasas, las cuales van a degradar la estructura proteinica de una superficie

previamente desmineralizada [Soares 2002].

Sin embargo, si el avance de la respuesta inflamatoria aguda no es tratado,
puede seguir diversas vias de evolucion como el agravamiento con extension en el
hueso, la formacién de un trayecto fistuloso buscando siempre la via de menor
resistencia o el paso a la cronicidad. La presencia continua de estos irritantes
microbianos, hace que la lesién primaria dominada por los neutréfilos, se convierta
de manera gradual en una lesidn rica en macroéfagos, linfocitos y células plasmaticas
rodeadas por fibras de coldgeno que constituyen a un granuloma apical [Kumar

1999].

La formacion de un granuloma o quiste periapical se da en la etapa crénica de
la periodontitis apical, donde los macrdéfagos y fibroblastos conforman una barrera
mecanica de defensa a nivel apical. Se presenta una formacién de redes de
colageno por parte de los fibroblastos y la accién fagocitaria de los macréfagos para
intentar delimitar el proceso, neutralizando la accion patégena de los
microorganismos, de las toxinas bacterianas y/o de los restos necrdticos pulpares
provenientes del conducto radicular [Huang 1999]. Si el granuloma apical sigue un
patréon de evolucidn crénico, puede permanecer invariable y asintomatico durante
muchos afios, incluso sin tratamiento, sin embargo en ocasiones el proceso
inflamatorio crénico granulomatoso en el drea apical puede originar otra forma de

periodontitis apical conocida como quiste periapical [Ingle 2004].

El quiste periapical es una respuesta inflamatoria crénica del peridpice que se
desarrolla a partir de lesiones cronicas con tejido granulomatoso preexistente, se
caracteriza por la presencia de una cavidad central recubierta por epitelio y llena de
liquido, rodeada por tejido granulomatoso y una capsula fibrosa periférica. Por lo
tanto, la formacidn de un quiste periapical dependera de la existencia previa de un

granuloma [Ledesma-Montes 2004]. Las células inmunocompetentes persistentes
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en la luz del quiste proporcionan una fuente continua de prostaglandinas, citocinas
proinflamatorias y quimiotacticas que pueden extenderse a través de la pared
epitelial hacia los tejidos adyacentes; asi mismo, la poblacién celular residente en el
area extraepitelial contiene numerosos linfocitos y macréfagos, los cuales también
son capaces de producir una gran cantidad de citocinas (IL-1, IL-6, IL-10, TNF-q,
PGE2, LTB4, FC) las cuales pueden activar a los osteoclastos, desarrollando la
reabsorcidn ésea en la zona, y continuando el proceso de expansidn quistica [Hahn
2007]. Un mediador molecular observado en las lesiones perirradiculares crénicas
es el factor de crecimiento de fibroblastos (FCF), es un factor quimiotdactico y
mitogénico potente, estimula la proliferacion y migracion de células endoteliales, la
angiogénesis, acelera la formacién de tejido granulomatoso y promueve la mitosis

de los fibroblastos.

Por su parte, los linfocitos y las células plasmaticas van a ser estimuladas por
medio de los antigenos provenientes del conducto radicular produciendo una
reaccidon de reconocimiento y la subsiguiente formaciéon de complejos antigeno-
anticuerpo que condicionan la respuesta inmunoldgica en ésta fase [Anderson
2002; Farnoush 1984]. En un granuloma apical, las células T son mas numerosas
que las células B. Las células B son necesarias para activar la respuesta humoral del
proceso inflamatorio [Trowbridge 2002].Por su parte los mastocitos activados
liberan el contenido de sus granulos en las lesiones granulomatosas; en pocas
ocasiones los mastocitos se encuentran en el tejido pulpar normal, sin embargo, se
encuentran de forma considerable en el tejido pulpar con inflamacién crénica e

incluso en lesiones como granulomas y quistes.

También, se ha determinado la presencia de inmunoglobulinas vy
complemento en las lesiones periapicales, siendo la mds abundante la IgG seguida
por la IgA vy la IgE y también se determind la presencia de C3 [Kettering 1984; Craig

1991; Cymerman 1984]. Por lo tanto, la periodontitis apical crénica representa un
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balance dinamico entre agentes irritantes provenientes de la biopelicula
intraconducto y los mecanismos de defensa del huésped que no pudieron eliminar
los factores patogénicos. Los componentes estructurales de las lesiones
periapicales, dependerd del balance entre los microorganismos y las defensas del

huésped.
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4. Relacion de las lesiones endoperidontales

4.1. Anatomia e intercomunicaciones entre el conducto radiculary el

periodonto

La relacién entre la enfermedad periodontal y pulpar fue descrita por primera
vez por Simring y Goldberg en 1964. Desde entonces, el término lesiéon "endo-perio"
ha sido utilizado para describir las lesiones inflamatorias que se encuentran en
distintos grados, tanto en el tejido pulpar como en el periodonto [Simring 1964;

Zehnder 2002].

La pulpa y el periodonto tienen interrelaciones embrionarias, anatdmicas y
funcionales. La pulpa se origina a partir de la papila dental y el ligamento
periodontal lo hace a partir del foliculo dental, ambos estan separados por la vaina

radicular epitelial de Hertwig.

Una vez que madura el diente y se forma la raiz, existen tres vias anatémicas
principales de comunicacion entre el tejido pulpar y el periodonto: los tubulos
dentinarios sobre todo cuando el cemento se encuentra denudado, los conductos
laterales y el foramen apical (que se explicaron con mas detalle en los capitulos 2 y
3). Se ha sugerido la existencia de otras vias posibles de comunicacidn entre el tejido
pulpar y el periodonto que llevan a la aparicién de una interaccidon patoldgica en
ambos tejidos. Estas posibles vias son la nerviosa, los surcos palatogingivales
(incisivo lateral superior), el ligamento periodontal, el hueso alveolar y las vias
comunes de drenaje vasculolinfatico. Aunque la via de comunicacidon mas directa
con el periodonto es el foramen apical, ello no implica que esta sea la unica
intercomunicacion entre estos tejidos. Sobre todo en la zona apical y en la furcacién
de los molares, donde los conductos laterales y accesorios conectan al tejido pulpar

con el ligamento periodontal. Existen otras vias de comunicacion denominadas no
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fisiolégicas, que son causadas por iatrogenia (perforacion del conducto radicular)

[Petersson 1985] y por fracturas radiculares verticales (traumatismo) [Chan 1999].

4.2. Clasificacion de las lesiones endo-periodontales

Tradicionalmente las lesiones endo-periodontales se han clasificado de

acuerdo a su etiologia. La clasificacién mds utilizada fue dada por Simon, Glick y

Frank en el afio 1972, clasificando las patosis endo-periodontales en cinco tipos de

lesiones [Simon 1972]:

Lesiones endoddnticas primarias: Son causadas frecuentemente por caries

dental, procedimientos de restauracién y lesiones por traumatismo. La
influencia del tejido pulpar para infectar un periodonto sano se relaciona
directamente con el contenido microbiano presente en el tejido pulpar
necrético y con el tiempo de exposicién de los tejidos periapicales a estos
microorganismos. Estas lesiones pueden dar como resultado una reabsorcién
Osea apical y lateral, asi como una destruccidon del ligamento periodontal
[Raja 2008; Walton 2010].

Lesiones endoddnticas primaria con afectacidén secundaria del periodonto: Si

algln trastorno endoddntico supurante primario no recibe tratamiento
puede tener consecuencias secundarias y producir un deterioro periodontal.
Una lesidn periapical cronica en un diente con necrosis pulpar puede drenar
coronalmente a través del ligamento periodontal hacia el surco gingival y
puede simular un absceso periodontal agudo con formacién de una
seudobolsa. Una bolsa profunda y solitaria sin signos de enfermedad
periodontal puede indicar la existencia de una lesion de origen endoddntico
o de una fractura radicular vertical [Raja 2008; Walton 2010].

Lesiones periodontales primarias: Se deben fundamentalmente a la accion

de patogenos periodontales que avanzan en sentido apical por la superficie

radicular. A menudo se observa una acumulacion de placa dentobacteriana 'y
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calculo, las bolsas son mas amplias y no se extienden necesariamente hacia
el apice [Raja 2008; Walton 2010].

e Lesiones periodontales primaria con afectacion endoddntica secundaria: La

pulpa puede necrosarse debido a que los microorganismos procedentes de la
bolsa periodontal avanzan hasta alcanzar los conductos laterales, el foramen
apical y los tejidos periapicales, invadiendo por estas vias el tejido pulpar.
También como consecuencia del raspado y alisado radicular o intervenciones
quirargicas con colgajo, los conductos laterales y los tubulos dentinarios
pueden quedar expuestos al entorno bucal [Raja 2008; Walton 2010].

e lLesiones mixtas verdaderas: Cuando una lesién endoddntica avanza en

sentido coronal y se une a una bolsa periodontal infectada que en sentido
apical. En este tipo de lesiones se observa una pérdida de insercién

periodontal y 6sea muy severa.

Las infecciones pulpares y periodontales pueden ocurrir de manera
independiente o simultanea en un mismo diente. La enfermadad periodontal
primaria con afectacién endoddntica secundaria y las lesiones mixtas verdaderas

requieren un enfoque interdisciplinario, ya que clinicamente son indistinguibles.

4.3. Bacterias persistentes en los conductos radiculares y lesiones

periapicales después del tratamiento endoddntico

La microbiota intraconducto y periapical de un diente obturado donde el
tratamiento ha fallado, difiere marcadamente de la microbiota de los conductos
radiculares infectados de dientes no tratados [Mohammadi 2013], como podemos
observar en la (Tabla 7 y 8). Esta microbiota se compone de una menor cantidad de
especies que la que se encuentra presente en las infecciones pulpares primarias y
con un predominio de bacterias facultativas [Siqueira 2004; Sundqvist 1998].

Métodos de biologia molecular han causado un gran impacto en el conocimiento de
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la diversidad bacteriana presente en estas infecciones, como podemos observar en

la (Tabla9) [Subramanian 2009].

Los principales factores etioldgicos de las infecciones periapicales persistentes
o refractarias son los microorganismos que se quedan dentro de los tubulos
dentinarios y conductos accesorios, siendo inaccesibles y resistentes a la
desinfeccion y preparacion biomecdnica del conducto radicular durante el
tratamiento. De igual manera, el tratamiento al realizarse se Unicamente dentro del
conducto los microorganismos que conforman la biopelicula periapical no son

eliminados, esto podria explicar su persistencia y proliferacion [Noiri 2002].

También puede haber una inoculacién y contaminacion de otros
microorganismos que no estaban presentes en la infeccidon pulpar inicial. Se ha
demostrado que los microorganismos por medio de la saliva pueden contaminar los
conductos durante y después del tratamiento de conductos por una mala técnica
aséptica o por una mala técnica de obturacién y restauracidon [Tronstad 1987;

Ferreira 2004].

E. faecalis y C. albicans, son las especies mas comunmente encontradas en los
conductos radiculares sometidos a un nuevo tratamiento endoddntico con
infecciones persistentes. Al igual que C. albicans, E. faecalis tiene muchas
caracteristicas que hacen que sea un sobreviviente excepcional en el conducto
radicular y en las infecciones periapicales como: vivir y persistir en el ambiente
pobre en nutrientes, sobrevivir en la presencia de varios medicamentos (por
ejemplo, hidréxido de calcio) e irrigantes (por ejemplo, hipoclorito de sodio), formar
biopelicula en los conductos con medicacién intraconducto, invadir y metabolizar los
fluidos dentro de los tubulos de la dentina, adhesion al colageno, sobrevivir en
ambientes extremos con un pH bajo, alta salinidad y altas temperaturas. Se ha
observado que E. faecalis en un medio rico en nutrientes y aerdbico forma una

mayor cantidad de biopelicula pero con una menor organizacion, siendo mas
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proclive en este estado a invadir los tubulos dentinarios, mientras que, en un medio

pobre en nutrientes la biopelicula presentaba un aumento de calcio y fésforo, asi

como una mayor degradacion de la dentina que le rodeaban.

Por lo que se cree que, en estas circunstancias de supervivencia compleja, la

biopelicula formada por microorganismos como E. faecalis tiende a calcificarse para

aumentar sus defensas y ser aun mas resistente, lo cual puede explicar por que esta

bacteria contribuye en la persistencia de la infeccion periapical [Love 2001;

Gopikrishna 2006].

Tabla 7. Especies bacterianas persistentes en los conductos radiculares.

Actinomyces sp.

Parvimonas micra

Bifidobacterium sp.

Prevotella sp.

Campylobacter rectus

Propionibacterium sp.

Enterococcus faecalis

Pseudoramibacter alactolyticus

Eubacterium sp.

Staphylococcus sp.

Fusobacterium nucleatum

Streptococcus anginosus

Lactobacillus acidophilus

Streptococcus gordonii

Lactobacillus paracasei

Streptococcus mitis

Olsenella uli

Streptococcus oralis

sp: especies.
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Tabla 8. Especies bacterianas presentes en las infecciones periapicales persistentes.

Abiotrophia adiacens

Delftia acidovorans

Pseudoramibacter alactolyticus

Achromobacter xylosoxidans

Denitrobacterium detoxificans

Rothia mucilaginosa

Acidovorax temperans

Dialister invisus

Selenomonas dianae

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Eikenella corrodens

Selenomonas infelix

Actinomyces israelii

Enterococcus faecalis

Selenomonas noxia

Actinomyces naeslundii

Eubacterium brachy

Selenomonas sputigena

Actinomyces turicensis

Eubacterium minutum

Serratia liquefaciens

Anaeroglobus geminatus

Eubacterium saphenum

Streptococcus anginosus subsp.
anginosus

Atopobium parvulum

Filifactor alocis

Streptococcus constellatus subsp.
constellatus

Atopobium rimae

Gemella haemolysans

Streptococcus gordonii

Bergeriella denitrificans

Granulicatella elegans

Streptococcus hyointestinalis

Bifidobacterium catenulatum

Kingella oralis

Streptococcus intermedius

Bifidobacterium dentium

Lactobacillus gasseri

Streptococcus mitis

Bordetella parapertussis

Lactobacillus salivarius

Streptococcus mutans

Burkholderia anthina

Lonsdalea quercina subsp.
quercina

Streptococcus oralis

Burkholderia cepacia

Methanobrevibacter oralis

Streptococcus pneumoniae

Campylobacter gracilis

Mogibacterium diversum

Streptococcus salivarius

Campylobacter showae

Mogibacterium timidum

Streptococcus sanguinis

Capnocytophaga gingivalis

Neisseria elongata

Streptococcus sinensis

Citrobacter werkmanii

Neisseria flava

Tannerella forsythia

Corynebacterium curtum

Parvimonas micra

Treponema socranskii subsp.
socranskii

Corynebacterium durum

Porphyromonas gingivalis

Treponema sp.

Corynebacterium matruchotii

Propionibacterium propionicum

Veillonella atypica

Cronobacter sakazakii

Pseudomonas plecoglossicida

Veillonella caviae

sp: especies, subsp: subespecie.
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Tabla 9. Nuevas especies bacterianas presentes en infecciones periapicales persistentes

identificadas por medio de técnicas moleculares.

Abiotrophia sp. oral clone P4PA_155

Megasphaera sp. oral clone BB166

Actinomyces genomosp. C1

Megasphaera sp. oral clone BS073

Actinomyces genomosp. C2

Neisseria sp. oral clone APO60

Actinomyces sp. oral clone AP064

Neisseria sp. oral clone AP085

Actinomyces sp. oral clone BLO0S8

Peptococcus sp. oral clone MCE10_265 E1

Actinomyces sp. oral strain C29KA

Peptostreptococcus sp. MDA2346-2

Alcaligenes sp. STC1

Peptostreptococcus sp. oral clone BS044

Atopobium sp. oral clone C019

Peptostreptococcus sp. oral clone CK035

Burkholderia sp. 13

Peptostreptococcus sp. oral clone FG014

Burkholderia sp. CEB01056

Prevotella sp. oral clone IDR-CEC-0032

Burkholderia sp. M35B

Selenomonas sp. oral clone AA024

Campylobacter sp. oral clone BB120

Selenomonas sp. oral clone AJO36

Capnocytophaga sp. oral clone AA032

Selenomonas sp. oral clone DY027

Catonella sp. oral clone AH153

Selenomonas sp.

oral clone EQ054

Corynebacterium sp. oral clone AK153

Selenomonas sp.

oral clone EW051a

Desulfobulbus sp. oral clone CHO31

Selenomonas sp.

oral clone EW051a

Desulfobulbus sp. oral clone RO04

Selenomonas sp.

oral clone EW084

Dialister sp. E2_20 E1 oral isolate

Selenomonas-like sp. oral clone CS015

Dialister sp. oral clone BS095

Selenomonas-like sp. oral strain GAA14

Dialister sp. oral strain GBA27

Streptococcus genomosp. C2

Eubacteriaceae oral clone P2PB_46 P3

Streptococcus genomosp. C3

Eubacterium sp. oral clone EHO06

Streptococcus genomosp. C8

Eubacterium sp. oral clone IR0O09 Streptococcus sp. 2056B
Eubacterium sp. oral strain A35MT Streptococcus sp. 3097C
Firmicutes sp. oral clone AO068 Streptococcus sp. 4093B

Firmicutes sp. oral clone CKO57

Streptococcus sp.

oral clone EK048

Gemella sp. oral strain C24KA

Streptococcus sp.

oral strain 12F

Kingella sp. oral clone DE012

Streptococcus sp.

oral strain B5SC

Lachnospiraceae genomosp. C1

Streptococcus sp.

PSH2

Lactobacillus sp. KC45b

Synergistes sp. oral clone BH017

Lactobacillus sp. MF213

Synergistes sp. oral clone D084

Lautropia sp. oral clone FX006

Synergistes sp. oral clone W090

Leptotrichia sp. oral clone BU064

Veillonella sp. oral clone BU0O83

Megasphaera genomosp. C1

Veillonella sp. oral clone X042

sp: especies, subsp: subespecie.
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4.4. Transformacion microbiana de la microbiota normal a patégena

La microbiota comensal bucal se compone de una gran diversidad de especies
microbianas, las cuales se encuentran cubriendo todas las superficies que la
constituyen. Estos microorganismos brindan proteccién impidiendo la
multiplicacidon, establecimiento e invasién de microorganismos potencialmente

patégenos [Metwalli 2013].

Esta microbiota comensal, ha coevolucionado con su huésped y ha adquirido
los medios para sobrevivir y tolerar mecanismos de defensa de este, sin embargo,
cuando ocurre un desequilibrio en este ambiente complejo, se presentara el cambio
de un estado de saluda a un estado de enfermedad. Estos cambios permitirdn que
cierta poblacion microbiana aumente volviéndose patdgena para el huésped,
contribuyendo al comienzo y progresion de las patologias orales mas comunes como
la caries dental y la enfermedad periodontal [Kuboniwa 2012], asi como de todas

aquellas que se derivan de estas.

El equilibrio que hay entre la microbiota comensal y el huésped puede ser
alterado cuando se ve comprometido el sistema inmune del huésped, cuando un
microorganismo comensal se encuentra fuera de su nicho ecoldgico especifico o
cuando los microorganismos invasores cuentan con una capacidad patégena para
desarrollar una enfermedad. Los microorganismos patdgenos pueden ser bacterias,
hongos, virus y protozoos que tienen la capacidad de adherirse, colonizar, sobrevivir,
multiplicarse y al mismo tiempo evitar los mecanismos de defensa del huésped.
Como se explicé anteriormente, estos microorganismos pueden causar la
destrucciéon del tejido de manera directa o indirecta. El dafno directo a los tejidos
puede ser inducido por medio de los factores de virulencia y los metabolitos
microbianos, por otro lado, el dafio tisular indirecto puede presentarse a partir de la
respuesta inmune del huésped, induciendo o inhibiendo las funciones de las células

inmunoldgicas.

Capitulo 4 83



V. Discusion

Dentro de la cavidad bucal se han encontrado mas de 700 especies
bacterianas, ademds de otros microorganismos como hongos, virus e inclusive
arqueas, de los cuales la mayoria forma parte de la microbiota comensal. Asi
mismo, encontramos dentro de la cavidad oral, una gran diversidad de nichos
ecolégicos y nutrientes que sin duda son propicios para la formacion de biopeliculas
[Dewhirst 2010; Jenkinson 2005]. De ahi la inquietud para estudiar las
caracteristicas de nichos en particular que llevan al desarrollo de infecciones de

importancia odontoldgica como son las infecciones periapicales.

En las infecciones pulpares se ha observado una menor diversidad de
microorganismos en comparacion con la microbiota oral y se caracteriza por un
predominio de bacterias anaerobias estrictas [Brito 2007; Siqueira 2009; Tavares
2011]. Un conducto radicular con tejido pulpar necrdtico constituye un espacio
ideal para la colonizacién bacteriana, ya que les proporcionan un entorno adecuado
para la formaciéon de la biopelicula intraconducto. La biopelicula intraconducto se
desarrollara sobre las paredes dentinarias del conducto radicular y adicionalmente
estos microorganismos pueden invadir la entrada de los conductos accesorios y los
tubulos dentinarios. Lo que podemos enfatizar de esta informacién, es que el
conducto radicular es ideal para el crecimiento de microorganismos que pueden
sobrevivir bajo condiciones extremas, en donde estaran sometidos a modificaciones

ambientales (pH, temperatura, O, reducido, etc.) y con pocos nutrientes.

Conforme avance el proceso infeccioso dentro del conducto radicular los
microorganismos se extenderdn hacia la porcién mas apical del diente, comenzando
de esta manera la colonizacidn, invasion e infeccion de los tejidos periapicales
[Walton 2010]. De este modo, cada uno de los microorganismos que tuvieron la

capacidad de superar los mecanismos de defensa del huésped en la cercania del
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foramen apical, puedran prosperar en el tejido periapical inflamado, colonizar este

nuevo nicho y formar una biopelicula fuera del conducto radicular.

La biopelicula extrarradicular, es la que se forma sobre el cemento
perirradicular, en este caso sobre la regién priapical donde existen zonas de
reabsorcién del cemento apical [Frank 2006]. Este tipo de biopelicula se ha
encontrado relacionada con las infecciones periapicales crénicas y persistentes
[Harn 1998]. También se ha observado que en la regiéon periapical, el
establecimiento de los microorganismos en los tejidos periapicales puede darse por
su adhesién a la superficie del dpice radicular en un inicio en forma de estructuras
similares a una biopelicula o dentro del cuerpo de la lesidn inflamatoria como
colonias cohesivas [Jacinto 2005]. Sin embargo, la literatura es controversial en
cuanto a considerar si es propiamente una biopelicula madura, o sélo adhesidon
bacteriana. Se enfatiza ademas que todo este proceso da inicio antes de que haya
lesiones establecidas en tejidos de soporte del diente, como serian el cemento

radicular y periodonto.

La severidad de una infeccidon periapical estara determinada por los
microorganismos y sus interrelaciones dentro de la biopelicula intraconducto
[Kesavalu 1998], de igual manera, también influirdn el balance entre los
microorganismos y las defensas del huésped. Dependiendo de la duracién de la
inflamacién, efectividad en la respuesta inmune del hospedero y de Ia
susceptibilidad sistémica del mismo para responder ante infecciones, es que se

establecera la severidad de la lesion en los tejidos periapicales.

Las patologias periapicales pueden cursar por una respuesta de inflamacién
leve, hasta una destruccion extensa de los tejidos [Walton 2010]. También
debemos enfatizar que dependiendo de esta respuesta inflamatoria, el sistema
inmunolégico del propio individuo va a ser el que se encargara de desarrollar

mecanismos de defensa que contribuyan a la destruccion del tejido periapical. No
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siendo la respuesta bacteriana la responsable directa de esta destruccion, como lo

reporta la literatura mencionada en el presente trabajo.

Retomando el concepto de biopelicula, que es un modo de crecimiento
microbiano complejo y organizado donde los microorganismos interaccionan de
manera dinamica entre si [Flemming 2010], es de suma importancia poder
distinguir si los microorganismos que colonizan el peridpice, se encuentran
formando dicha estructura. Sin embargo en la literatura no ha quedado bien claro

este concepto.

El ejemplo mas comun de biopelicula en cavidad oral, es el de la placa
dentobacteriana, que se forma sobre la superficie dental [Donlan 2002]. Como
sabemos, la placa dentobacteriana es considerada el agente etioldgico de las
patologias orales mas frecuentes que son la caries y las enfermedades
periodontales [Marsh 2011], las cuales a su vez, pueden diseminarse y provocar

otras patologias como son las infecciones pulpares y periapicales.

Por lo tanto, podemos concluir que el principal agente etiolégico de las
infecciones endo-periodontales son los microorganismos propios de la placa
dentobacteriana. Siendo este el motivo por el cual los estudios principales de
biopelicula intraconducto e infecciones periapicales, estardn siempre en estrecha

relacion con los estudios de biopeliculas de placa dentobacteriana.
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VI. Conclusiones

Ciertos microorganismos tienen la capacidad de dar inicio a la formacién de
las biopeliculas, el cual es un mecanismo que les permite sobrevivir y adaptarse a
nichos especificos de la cavidad oral, asi como protegerse de la respuesta inmune
del huésped al estar en equilibrio con el mismo. Sin embargo, no los excluye de

poder tener mecanismos de patogenicidad en el huésped.

Recientemente, el avance y aplicacién de nuevas técnicas moleculares, han
permitido la identificacién de un mayor nimero de microorganismos presentes en
las infecciones pulpares y periapicales, dicho conocimiento, puede guiarnos al

entendimiento del inicio y progresién de las infecciones pulpares y periapicales.

Como se pudo observar en esta revision bibliogréafica, la participacion que
tienen los microorganismos en la induccidn del proceso inflamatorio del huésped,
ha sido ampliamente reportado, sin embargo, a pesar de que esta respuesta
depende de la microbiota, aln no se tiene informacion suficiente de la composicion

de la biopelicula observada en intraconducto y en el peridpice.

Finalmente, estas investigaciones en el campo de la microbiologia, tienen que
ser mas desarrolladas, para a futuro pueda ser posible estudiar las biopeliculas con
mejor detalle, y su estudio permita la aplicacién de coadyuvantes antimicrobianos
en la terapia endoddntica y periodontal, que ayude a la eliminacion total de la

microbiota intraconducto y evitar fracasos endodénticos.
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