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Capitulo 1 Introduccién

En endodoncia, gran parte de las enfermedades periapicales son causadas
por microorganismos presentes en el sistema de conductos. El objetivo del
tratamiento de conductos y su éxito dependen de la eliminacién de la
infeccion microbiana y la obturacion hermética. Asi, mediante lo que se
denomina la preparacién biomecanica, se desinfecta al maximo el sistema de
conductos y mediante la obturacion tridimensional, se sellan los conductos. A
pesar de seguir los protocolos para que el tratamiento de conductos sea
efectivo, existen causas que dificultan la eliminacion total de los
microorganismos dentro de los conductos, lo que provoca fracasos en el

tratamiento.

En la mayoria de los casos, el fracaso se debe a una desinfeccidon
incompleta de los conductos. Durante la preparacion biomecanica, existen
zonas donde los instrumentos no tocan las paredes del conducto dejando
bacterias o restos de tejido necrético. Por lo tanto, si los medicamentos e
irrigantes no son capaces de alcanzar esos sitios, los microorganismos
sobreviven en las nuevas condiciones dentro del conducto favoreciendo a su
crecimiento, a pesar de tener una obturacion radiograficamente adecuada.
Dado que los microorganismos no son eliminados por completo, la infeccion
se propaga por tubulos dentinarios, ramificaciones laterales, deltas apicales y

mas complejidades de la anatomia interna del diente.

Para comenzar a entender el comportamiento de las bacterias, es importante
conocer el término biopelicula. Una biopelicula se define como una
comunidad estructurada de células, adheridas a una superficie organica y
estabilizada en una matriz extracelular. Las biopeliculas son los principales
factores responsables de la mayoria de las infecciones bacterianas
persistentes y crénicas. Las bacterias pueden establecerse en cualquier
sustrato o superficie en el que prevalezcan microorganismos planctonicos y

asi, formar una biopelicula. Los microorganismos interactian para poder



sobrevivir. Entre las bacterias que sobreviven al tratamiento de conductos se
encuentra Enterococcus faecalis. Este microorganismo se ha correlacionado
con el fracaso del tratamiento de conductos, ya que prevalece hasta un 70 %

en raices obturadas que presentan periodontitis apical.

Enterococcus faecalis es un microorganismo Gram positivo, anaerobio
facultativo, patdgeno oportunista y su persistencia en los conductos
radiculares se ha atribuido a su capacidad para resistir el elevado pH del
hidroxido de calcio. Esto dUdltimo se debe a que sobrevive a la
instrumentacion, irrigacién y medicacion intraconducto y forma biopeliculas
monoespecificas colonizando los tdbulos dentinarios progresiva vy

rapidamente.

Existen diversos agentes utilizados para eliminar microorganismos durante
los tratamientos de conductos. El tratamiento con quitosano mejora la
resistencia de la superficie dentinaria a la degradacién por colagenasa.
Ademas, el quitosano es biocompatible, quelante y posee efectos
antimicrobianos contra una amplia gama de bacterias Gram positivas, Gram
negativas y hongos. En este trabajo se revisaron algunos agentes

microbianos, haciendo énfasis en el quitosano.



Objetivos

e Documentar las caracteristicas del quitosano para ser utilizado como

irrigante en los tratamientos de conductos.

e Documentar la accion bactericida y/o bacteriostatica del quitosano

contra Enterococcus faecalis.



Capitulo 2 Biopeliculas microbianas
2.1 Definiciones de biopeliculas microbianas

Existen varias definiciones de biopelicula, citaremos algunas de ellas. En el
2002, Donlan define a las biopeliculas como “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 que exhiben
un fenotipo alterado en relacién con la tasa de crecimiento y trascripcion

génica”?,

En el 2010, Sirvent define a una biopelicula como “una estructura asociativa
de una o varias estirpes bacterianas, embebidas en una matriz extracelular
de polisacaridos autoproducida y que se encuentra adherida a una superficie

0 sustrato™.

Segun la OMS, una biopelicula se define como “un ecosistema bacteriano
proliferante y enziméticamente activo. Las biopeliculas se unen a superficies

inertes, biolégicas o sintéticas™.

En el 2015, Ladmont define a las biopeliculas de una manera mas simple
como “microorganismos que colonizan una superficie, embebidos en una

matriz rica en polimeros™.

En el 2016, Siqueira define a la biopelicula como “una comunidad microbiana
multicelular sésil que se caracteriza por la presencia de células que se unen
firmemente a la superficie y que se encuentran inmersas en una matriz de
sustancias poliméricas extracelulares, normalmente polisacaridos que

producen ellas mismas™.

En el 2018, Almaguer define a las biopelicuas como un “ensamblaje
constituido por células microbianas que estan envueltas en una matriz

compuesta principalmente de polisacaridos, la biopelicula provee proteccion
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a la comunidad microbiana de la depredacion de otras células, de la
perturbaciéon fisica y de la  presencia de sustancias toxicas como

antibioticos”.

Por lo tanto, podemos unificar la definicibn de biopelicula como una
comunidad formada por células microbianas que estan envueltas en una
matriz de polisacaridos producida por ellas mismas que brinda proteccién de

amenazas exogenas y que se unen a superficies inertes y biolégicas.

2.2 Componentes de las biopeliculas bacterianas

Las biopeliculas bacterianas estan formadas principalmente por colonias de
bacterias sésiles ancladas en una matriz polimérica extracelular. Esta matriz
es muy hidratada debido a que retiene hasta un 97% de agua dentro de su
estructura y en menor proporcion, se encuentran otras macromoléculas como
proteinas, acidos nucleicos y diversos productos que provienen de la muerte
de otras célelas bacterianas. El conjunto de polisacéaridos, acidos nucleicos y
proteinas se conocen bajo el nombre de substancias poliméricas
extracelulares® 6.7,

La matriz es importante fisicamente porque es un componente de soporte
que determina la estructura de la biopelicula, y también es importante
biolégicamente ya que permite que el agua presente en el ambiente en
donde se desarrolla la biopelicula pueda penetrar a traves de los canales que
se forman en ella y, por lo tanto, los nutrientes lleguen a zonas profundas de

la colonia dentro de la comunidad de la biopelicula: & 7.

El intercambio de nutrientes permite que estas comunidades se desarrollen
en espesor y en complejidad considerablemente mientras que las células
individuales que las componen se mantienen en Optimas condiciones
nutricionales en muchos sitios dentro de la misma biopelicula y participan en

la adherencia a la superficie2 > 7,
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2.2.1Fases de la formacion de la biopelicula bacteriana
El ciclo de formacion de la biopelicula bacteriana es un proceso dinamico
que se ha dividido en 3 fases: adhesion, crecimiento y separacion (también

llamado desprendimiento):

Primera fase

En esta fase se inicia la adhesion de los microorganismos. Esta fase es
reversible y controlada por diversas variables fisico-quimicas como la
hidrofobicidad y las fuerzas de Van der Waals que determinan la interaccion
entre la superficie de las bacterias y la superficie a la que se van a adherir 26,
Una vez que las bacterias se encuentran en cercania a la superficie,
proceden a formar una union activa via apéndices, como fimbrias, flagelos o
pilis. Las fimbrias, probablemente luego de superar la barrera de repulsion
electroestatica inicial que existe entre el microorganismo y el sustrato,
contribuyen a la adhesién bacteriana. En la adhesion bacteriana pueden
influir las variaciones en la velocidad de flujo salival, la temperatura del agua,
y la concentracion de nutrientes. La concentracion de diversos elementos

como sodio, calcio y hierro afectan la adhesién! (Fig.1)d

Adhesion de las primeras Adhesion reversible Adhesion irreversible
moléculas al sustrato de bacterias al sutrato Matriz QW

( ' extracelular

l \\ ‘1 l v 'J:w
2 MY [N

OO oo C S8 , ~ - w

Figura 1. Adhesién de las primeras bacterias al sustrato para la formacion de la biopelicula.

C

Adhesion rewersible con bacterias de una o dos especies y adhesion irreversible con

bacterias en una comunidad con formaciéon de la matriz extracelular fd
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Segunda fase

En esta fase se lleva a cabo el crecimiento o la colonizacion bacteriana. Una
vez adheridas, las bacterias comienzan a dividirse y sus hijas se extienden
alrededor del sitio de union, formando una colonia. Una vez establecidas, las
bacterias comienzan a elaborar una matriz polimérica extracelular, que
constituye la matriz de la biopelicula. Dicha matriz comienza a expandirse
tridimensionalmentel.®.

Esta fase se caracteriza por la agregacion y congragacion de otras células

bacterianas a las que ya estan adheridas (Fig. 2) f .

Agregacion de bacteriasa Células hijas para
labiopeliculainmadura crecimiento de la

_ge- biopeliculaenel sit. ’ ‘
.N* m.ﬂﬂ

Figura 2. Fase de agregacion y coagregacion de bacterias de especies diferentes a las
bacterias iniciales que se unen a la biopelicula fd

Tercera fase

En esta fase la biopelicula madura, y algunas bacterias, ya sea aisladamente
0 en conglomerados bacterianos, son liberadas de la matriz para poder
colonizar nuevas superficies, cerrando el proceso de formacién y desarrollo
de la biopelicula. El desprendimiento puede ser resultado de fuerzas
externas a la biopelicula o por procesos activos inducidos al desprenderse®: 7
(Fig. 3) f.
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Tres mecanismos para generar el desprendimiento de los algunos

conglomerados bacterianos de la biopelicula son®

e Erosion o deslizamiento: es la remocién continla de pequefias partes de
la biopelicula

e Separacion: es la remocioén rapida y masiva de la biopelicula

e Abrasion: es la liberacién por colision de particulas del liquido circundante

con la biopelicula

Biopelicula madura Desprendimiento de conglomerados / o
y bacterias para colonizar otros

Matriz extracelular
de polisacaridos

.....

Figura 3. Tercera fase, la biopelicula madura y realiza el desprendimiento de conglomerados
para migrar a otros sitios fd

2.3 Interacciones microbianas

Las bacterias utilizan varios mecanismos para comunicarse entre ellas. Estos
mecanismos permiten la sincronizacion del comportamiento de todos los
miembros del grupo y por lo tanto, les permiten actuar como organismos
multicelulares?. Uno de estos mecanismos es el sinergismo. Ejemplo de esto
es cuando un microorganismo requiere un nutriente obteniéndolo de los

desechos de otros microorganismos ”.

Dentro de la biopelicula se favorece el intercambio de material genético en

forma de plasmidos que codifican para diferentes moléculas, como algunas

14



enzimas Yy la resistencia a multiples agentes antimicrobianos, proporcionado

un mecanismo de seleccidon e incremento a la resistencia a los antibioticos? 7.

2.4 Quorum sensing

El quorum sensing es un mecanismo de comunicacion entre las bacterias
que involucra la produccion y deteccion de moléculas de sefializacion que se
difunden entre la biopelicula; asi como, la regulacion de la expresién
genética que media la comunicacion intercelular. Este proceso es
dependiente de la densidad celular® & 7. Las bacterias que utilizan quorum
sensing elaboran y secretan moléculas sefalizadoras, llamados
autoinductores. Las principales moléculas empleadas para comunicarse con
las deméas bacterias son las acil-homoserina-lactonas, que predominan en
bacterias Gram negativas, mientras que los oligopéptidos modificados

prevalecen en bacterias Gram positivas? .

Las bacterias también poseen un receptor que puede detectar
especificamente el auto-inductor respectivo. Cuando el inductor se une al
receptor, se activa la trascripcién de determinados genes, incluidos aquellos
para generar la sintesis del inductor. Los primeros microorganismos en
quienes se observd el quorum sensing fueron especies de Myxobacterias y
Streptomyces!?’. Cuando hay pocas bacterias, las moléculas de
sefalizacion se producen en bajas cantidades. Sin embargo, al aumentar la
densidad de bacterias se produce una autoinduccion para incrementar la
concentracion de estas moléculas. Una vez que los compuestos de
sefalizacion alcanzan un umbral tope la expresion genética de estas

moléculas se activa®.

El quorum sensing les proporciona a las biopeliculas el potencial de influir en
las estructuras de la comunidad, facilitando el crecimiento de especies
benéficas para la colonia y reduciendo la presencia de especies que podrian

competir por el espacio. Ademas, el quorum sensing regula la expresion de

15



genes que le permiten a las bacterias adaptarse y sobrevivir a las

condiciones de un ambiente de estrés modificado por el aumento de la

poblacién bacteriana estimulando su virulencia® 7.

2.5 Biopeliculas

El proceso de la formacion de biopeliculas fungicas es complejo. Inicia con la

adhesion de los hongos sobre una superficie abiodtica o en una interfase aire-

fungicas

liquido. Es un proceso continuo con diferentes fases, pero que sigue una

secuencia similar a la formacion de las biopeliculas bacterianas®:

e Acondicionamiento

Adhesién

Maduracion

Dispersion

La formacion de biopeliculas cambia en relacion con el tipo de hongo. En el

Sintesis de matriz extracelular inducida por quorum sensing

caso de Candida, la biopelicua madura consiste en una densa red de

levaduras, hifas y pseudihifas, recubiertas por una matriz extracelular y

frecuentemente asociada con bacterias® (Fig. 4) fd

Biopeliculamadura

Figura 4. La biopelicula fingica

Dispersion
—

Formacion de
microcolonias

Adhesion
irreversible

— O
y

Adsorcion

€
0

- 0
o3 P ) D

madura migra hacia otras superficies para colonizar fd
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Caso contrario en los hongos filamentosos, la secrecion de hidrofobinas que

son pequefias proteinas exclusivas de este tipo de hongos, participa en la

formacion de las estructuras aéreas, en la union de la hifa a superficies

hidrofébicas y en la formacion de estructuras mas complejass.

La formacién de biopeliculas en hongos filamentosos es descrita por Harding

en el 2009 y consiste en las siguientes fases® (Fig. 5) fd:

e Absorcion de propagulos

e Union activa a superficies

e Formacién de colonias I donde hay crecimiento y colonizacion de

hongos y ramificaciones de hifas a través de la superficie como

monocapa Yy produccion de matriz extracelular que se adhiere al

sustrato

e Formacion de colonias IIl: que se involucra la formacion de redes de

hifas compactadas de micelo y adhesién hifa —hifa y formacion de

canales de agua.

e Maduracion y desarrollo reproductivo, donde se forman cuerpos

fructiferos, células esporogenas, esclerotia y otras estructuras de

supervivencia.

e Dispersion de esporas o liberacion de fragmentos de biopeliculas

para reiniciar el ciclo.

Adsorcién Dispersion

Adhesion
- Ao q Biopelicula
S
\ S

irreversible
e

\ Dispersion
Microcolonia Microcolonias I Fase plancténica

e = =

Figura 5. Adhesion a la superficie para la formacion de biopelicula fangica, reproduccién de

microcolonias, maduracién de la biopelicula y colonizaciéon a nuevas superficies fd
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Capitulo 3 Biopelicula endoddncica e infecciones
endodoncicas

Entender la formacién de biopelicula dentro de los conductos radiculares es
muy importante pues, si la biopelicula persiste después de un tratamiento de

conductos, causa el fracaso del tratamiento.

3.1 Formacién de la biopelicula intraconducto

El proceso de formacion de la biopelicula en el conducto radicular todavia es
poco conocido, pero la teoria mas aceptada consiste en cuatro fases y fue

descrita por Svensater y Bergenholtz en el 20103:

Primera fase: una pelicula adhesiva se forma sobre la dentina. Esta pelicula
adhesiva es el producto del depédsito de proteinas y otros compuestos
derivados de las bacterias en suspensién, del proceso de necrosis y/o de la

inflamacion?® (Fig.6) fd

b e

Figura 6. Primera fase: comienza la adhesién de pocas especies de microorganismos dentro

del conducto radicular fd
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Segunda fase: sobre esa pelicula adherida, se fijan algunas bacterias

especificas con capacidad de adhesién? (Fig. 7) fd

Figura 7. Coadhesiéon de microorganismos de diferentes especies a las bacterias primarias

formadoras de la biopelicula fd

Tercera fase: la primera capa de bacterias ya adherida secreta mediadores
que, por un lado, van fijando mas y mas bacterias, de la misma familia o de
otras y por otro lado, va formando la matriz extracelular de polisacaridos, que

es la primera barrera defensiva, caracteristica de la biopelicula® (Fig.8)"q.

AV

;"/»’.'

AW
|

| i .

Figura 8.Crecimiento y desarrollo de la biopelicula bacteriana dentro de conducto radicular fd

’
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Cuarta fase: la biopelicula va madurando y crea sistemas de defensa mas
complejos. Al mismo tiempo se van desprendiendo conglomerados para
migrar hacia nuevos sitios y colonizar una nueva superficie lo que provoca

que la respuesta inflamatoria del huésped se vuelva mas crénica3 (Fig.9) fd.

Figura 9. Biopelicula bacteriana madura, se fortalece con las interacciones entre ellas
aumentando su virulencia fd

3.1.1 Mecanismo de defensa de la biopelicula

La matriz de polisacaridos funciona como una barrera fisica y quimica,
evitando la penetracién de agentes externos indeseables y los cambios de
pH. La matiz mantiene un ambiente interior adecuado para la supervivencia
de las bacterias y al estar en aislamiento del exterior, pero con vias de
comunicacion interna, fomenta el intercambio genético entre las bacterias
aumentando la capacidad de defensa de la biopelicula®. Las enzimas
producidas por la biopelicula actian inactivando agentes antimicrobianos.
También se cree que existe una especie primordial, con una baja tasa de
division, pero con una gran capacidad de supervivencia que se encuentra en
una etapa inactiva pero que se activa cuando el medio externo se vuelve
mas hostil, para favorecer el desarrollo de nuevas estirpes bacterianas que

puedan prolongar la resistencia de la biopelicula.
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3.2 Clasificacion de las infecciones endododncicas

La infeccion endoddncica es la primera causa de enfermedad perirradicular
aguda o croénica'l. Con base en su localizacién anatémica, las infecciones
endodoncicas se  clasifican en infecciones intrarradiculares y

extrarradiculares®:

3.2.1 Infecciones intrarradiculares

Estas infecciones se subclasifican en:

Primarias

Es un tipo de infeccidn inicial causado por los microorganismos que invaden
y colonizan inicialmente el tejido pulpar necrosado. Los microorganismos
participantes pueden haber intervenido en las fases anteriores de invasion en
tejido pulpar que culmind en la inflamacidén y necrosis posterior o pueden
aparecer mas tarde y aprovecharse de las condiciones existentes en el

conducto debido a la necrosis pulpar® °.

Secundarias

En estas infecciones los microorganismos que no estaban presentes en la
infeccion primaria han accedido a los conductos radiculares en algun
momento tras la intervencion del profesional causando esta infeccion
secundaria® °.

Las causas de penetracion de estos nuevos microorganismos son por restos
de placa dentobacteriana, caries de la corona dental, fugas en el dique de
goma, contaminacion de instrumentos endodoncicos y entre las sesiones

terapéuticas debido a la pérdida de la obturacién provisional®.

Persistentes
Los microorganismos que resisten los tratamientos antimicrobianos
intrarradiculares como la desinfeccién y estan presentes al momento de la

obturacién son los causantes de este tipo de infecciones® 19
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Los microorganismos soportan periodos de privacion de nutrientes en el
conducto preparado. Las infecciones en estos casos se transforman en

infecciones recurrentes®: 19,

El fracaso del tratamiento de conductos se caracteriza por la persistencia o la
aparicion de una lesién apical, con problemas durante la instrumentacion. La
calidad de la obturacion esta directamente relacionada con la calidad de la

instrumentacion?l.

Para que los microorganismos residuales puedan causar una periodontitis
apical persistente tienen que adaptarse a las nuevas condiciones
ambientales inducidas por el tratamiento, conseguir nutrientes, sobrevivir a
los efectos antimicrobianos de los materiales de obturacion, demostrar
suficiente virulencia para mantener la inflamacion perirradicular y disponer de

acceso libre a los tejidos perirradiculares®®.

3.2.2 Infecciones extrarradiculares

Estas infecciones son ocasionadas por la invasion y la proliferacion de
microorganismos en los tejidos perirradiculares inflamados y casi siempre
son la secuela de una infeccion intrarradicular sin resolver, como el absceso

apical agudo® °.

Como los microorganismos se encuentran en el tejido perirradicular son
inaccesibles mediante procedimientos endodoncicos y pueden hacer que el
tratamiento de conductos fracase® °. Pero también puede ser independiente
a una infeccion intrarradicular como es el caso de una actinomicosis apical.
La actinomicosis apical es un proceso patoldégico causado por algunas
especies de Actinomyces sp. y por P. propionicum y su Unico tratamiento es

la cirugia perirradicular® °,
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3.3 Vias de infeccion pulpar

El esmalte y el cemento aislan la dentina y la pulpa dental. Estos
componentes del diente sirven de barrera ante la invasion de
microorganismos orales. Sin embargo, existen circunstancias en las que se
pierden parcial o totalmente éstas dos capas protectoras causando la
propagacion de microorganismos que contaminan el tejido pulpar. Esta

infeccién genera una inflamacién que puede ocasionar la necrosis pulpar °.

Las principales vias de entrada para la infeccion pulpar son los tdbulos
dentinarios, la exposicion pulpar directa, la enfermedad periodontal y la
anacoresis® °(Fig.10)" d.

e Exposicion pulpar ocasionadas por:
Caries
Fracturas

Traumatismos

e Tubulos dentinarios expuestos por:
Caries
Fractura
Filtraciéon marginal alrededor de obturaciones
Preparacion de cavidades o coronas
Raspado y alisado radicular
Resorcion radicular

Desgaste o0 abrasion
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Tuabulos dentinarios expuestos

Figura 10. Representacién de las vias de entrada para los microorganismos a los conductos

radiculares’d.

3.3.1 Tubulos dentinarios

La pulpa es susceptible a las infecciones cuando la dentina queda
descubierta. La permeabilidad de la dentina es mayor cerca de la pulpa
debido a su mayor diametro y densidad de los tubulos. La dentina expuesta
puede ser atacada por los microorganismos presentes en una lesion cariosa,
por la saliva que bafia la zona expuesta o por la placa dental> °. Los tlbulos
dentinarios de la dentina son una via de acceso sin obstaculos para que las
bacterias lleguen a la pulpa. Sin embargo, cuando las bacterias invaden un
diente vital, el liquido dentinario y el contenido tubular alteran Ila

permeabilidad lo que podria retrasar la invasion hacia la pulpa®.

Existen otros factores como la esclerosis dentinaria debajo de una lesion
cariosa, donde la dentina de reparacion, el barrillo dentinario y la
acumulaciéon intratubular de moléculas defensivas del huésped, limitan e
incluso pueden impedir el avance de los microorganismos hacia la pulpa. Por
lo tanto, siempre que la pulpa se mantenga vital la exposicidon dentinaria no

constituye una via importante para la infeccién pulpar; pero si la pulpa esta
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necrosada, los tubulos expuestos se convierten en verdaderas vias para que

las bacterias colonicen la pulpa® °.

3.3.2 Exposicioén pulpar directa

Es la via mas clara para las infecciones endoddncicas. Los microorganismos
acceden a la pulpa por exposicion pulpar directa a tratamientos
restauradores iatrogénicos o traumatismo. El tiempo que transcurre entre la
exposicion pulpar y la infeccion de todo el conducto es impredecible, aunque

este suele ser un proceso lento® 9

3.3.3 Anacoresis

En este proceso los microorganismos son transportados en la sangre o la
linfa hasta una zona de dafio tisular, en donde abandonan el vaso, pasan al

tejido dafiado y producen una infeccion® 9.

Aunque no existen pruebas que demuestren que este proceso represente
una via de infeccién de los conductos radiculares, la anacoresis podria ser el
mecanismo por el que se infectan los conductos de dientes que han sufrido

algun traumatismo pero que aparentemente las coronas estan intactas® °.

3.4 Microbiota de las infecciones pulpares

Microbiota es un término para designar a los microorganismos que habitan

en cierto nicho y sustituye a otros términos como flora y microflora®.
Infecciones intrarradiculares primarias:

Segun Sundqvist, los conductos de dientes sintomaticos con pulpas
necréticas y destruccibn Osea periapical contienen mayor numero de
bacterias anaerobias que los dientes asintomaticos con periodontitis apicalll.
La microbiota implicada primordialmente son las bacterias anaerobias,

aunque también pueden encontrarse algunas facultativas o microaerofilicas®.
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Las especies predominantes generalmente pertenecen a los géneros
Bacteroides, Porphyromonas, Prevottela, Fusobacterium, Treponema,

Peptostreotococcus, Eubactrium y Capylobacter 1011,

Bacterias Gramnegativas:

e Dialister: D. invisus y D. pneumosintes

e Treponema: T. denticolay T. socraskii

e Fusobaterium: F. nucleatum

e Porphyromonas: P. endodontalis y P. gibgivalis

e Prevotella: P. intermediay P. nigrescens P. tannerae

e Tannerella: T. forsythia

Bacterias Gram positivas:

e Pseudiramibacter: P. alactolyticus
e Filifactor: F. alocis

e Micromonas: M. micros

e Peptostreptococcus: P. anaerobias
e Streptococcus :S. anginosus

e Actinomices:A. israelii

e Olsenella: O. uli

e Propionibacterium: P. propionicumy P. acnes

Los hongos son microorganismos eucaridticos que solo se observan de
forma esporadica en las infecciones primarias. Los archae metandgenos se
identificaron en un estudio en los conductos de dientes con periodontitis

apical cronical®.
Infecciones intrarradiculares secundarias:

En estas infecciones los microorganismos que prevalecen son
Estreptococcus, Lactobacilos, E. faecalis, Olsenella uli, P. alactolyticus y

Propionibacterium?,
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Infecciones persistentes:

En estas infecciones los microorganismos que prevalecen son: E. faecalis se
encuentra en un 30% a 90%, Candida 3% -18%; algunas en menor P.

alactolyticus, P. propionicum, F. forsythia, D. pneumosintes y D. invisus??,
Infecciones extrarradiculares:

En estas infecciones los microorganismos que prevalecen son Actinomyces y

Propionibacterium propionicus® 1.

3.5 Factores que influyen la formacién de biopelicula

intraconducto °

e Anatomia compleja del sistema de conductos

e Baja tension de oxigeno y potencial redox: el oxigeno disminuye en el
interior del conducto radicular a causa de la necrosis pulpar. EI consumo
de las bacterias facultativas crea un ambiente anaerobio con potencial
redox que favorece la supervivencia y el crecimiento de las bacterias
anaerobias estrictas principalmente en el tercio apical y pasan a dominar
la microbiota

¢ Nutrientes disponibles: las bacterias utilizan todas las vias de que puedan
ser fuentes de nutrientes como son el tejido pulpar necroético, las proteinas
y glucoproteinas de los liquidos y exudados tisulares que se filtran a los
conductos radiculares a través de los agujeros apical y laterales y de los
productos del metabolismo de otras bacterias

¢ Interacciones bacterianas: las interacciones positivas como el mutualismo
y comensalismo que favorecen la supervivencia de las bacterias e
incrementan las probabilidades de que determinadas especies coexistan

en el habitat
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Capitulo 4 Desinfeccion de conductos

La irrigacion se define como “el lavado de una cavidad corporal o una herida
con agua o un liquido con medicacion’; la aspiracion es el “proceso de
extraccion de los liquidos o gases del cuerpo con un dispositivo de succion” y
un desinfectante se define como “un agente que destruye o inhibe Ia

actividad de los microorganismos que provocan enfermedad”.

Los objetivos de la irrigacion en el tratamiento de conductos son mecanicos y

quimicos y son los siguientes®:

e Limpiar los residuos

e Lubricar el conducto

e Disolver el tejido organico e inorganico

e Evitar la formacién de barrillo dentinario durante la instrumentacion o
disolverla cuando se forme

La funcion biolégica de los irrigantes estad relacionada con sus efectos

antimicrobianos, siendo estos®:

e Tener una alta eficiencia frente a microorganismos anaerobios vy
facultativos en su estado plancténico y en biopeliculas

e Inactivar las endotoxinas

e No ser toxicos cuando entran en contacto con los tejidos vitales

e No provocar una reaccion anafilactica

4.1 Agentes desinfectantes usados para el tratamiento de
conductos

La capa de frotis intrarradicular fue descrita por primera vez por Mc Comb y
Smith en 1975, estd compuesta por no solo por dentina sino también de
fragmentos de procesos odontoblasticos, restos de tejidos pulpares,

microorganismos y sus subproductos!.
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Es por esta capa de frotis que se necesita un protocolo de irrigacion eficiente
para eliminar estos compuestos, ya que la presencia de una capa de frotis
impide la penetracion de medicamentos intraconducto en los tubulos

dentinarios e interfiere con la adaptacion del sellador a la dentina radicular2.

4.1.1 Propiedades del irrigante ideal para el tratamiento de
conductos radiculares®?®

¢ Disolvente de tejidos organicos

e Disolvente de tejidos inorganicos

e Serun desinfectante muy eficaz

e No ser irritante para los tejidos periapicales

e Permanecer estable en solucion

e Tener un efecto antimicrobiano prolongado

e Estar activo en presencia de sangre, suero y derivados proteicos de los
tejidos

e Tener una tension superficial baja

¢ No interferir en la reparacion de los tejidos periapicales

e No manchar la estructura de los dientes

e No introducir una respuesta inmunitaria mediada por las celular

e Ser capaz de eliminar completamente el barrillo dentinario y de desinfectar
la dentina subyacente y sus tubulos

e Ser no antigenético, no téxico y no carcinégeno para las células tisulares
gue rodean al diente.

e No tener efectos adversos en las propiedades fisicas de la dentina
expuesta

¢ No tener efectos adversos en la capacidad de sellado de los materiales de
obturacion

e Sercomodo de aplicar

e Ser relativamente econdémico

29



4.1.2 Hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio se produjo por primera vez en 1789 en Francia y se

utilizé6 en un inicio como antiséptico en hospitales®.

En 1917 Barret difundié el uso de la disolucion de Dakin en odontologia,
sobre todo para la irrigacion de los conductos radiculares y reporté la
eficiencia de la disolucion como antiséptico. Afios mas tarde, Coolidge
también empled el hipoclorito de sodio para mejorar el proceso de limpieza y

desinfeccién de los conductos radiculares®.
El hipoclorito tiene las siguientes propiedades dentro del conducto:

e Suprime los microorganismos presentes®

e Lubrica el conducto®

e Es barato y facil de conseguir®

e Disuelve el material organico presente en istmos, conductos laterales y
otras zonas inaccesibles a la instrumentacion®13

Limpia mecéanicamente los residuos que quedan en el conducto®13

Modo de accidn

El hipoclorito de sodio al entrar en contacto con las proteinas de los tejidos
forma nitrégeno, formaldehido y acetaldehido. Los enlaces peptidicos se
rompen y las proteinas se desintegran, lo que permite que el hidrogeno en
los grupos amino sea sustituido por cloro para formar cloraminas.

Desempefa asi un papel importante por su eficiencia antimicrobiana °.

En 2002, Carlos Estrela indic6 que el hipoclorito de sodio muestra un

equilibrio dindmico®:

e Reaccién de saponificacion: actia como disolvente organico y de las
grasas. Degrada los acidos grasos y los transforma en sales de acidos

grasos y glicerol para reducir la tension superficial de la solucion residual
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e Reaccion de neutralizacion: con la produccion de iones hidroxilo, el pH se
alcaliniza

e Formacion de acido hipocloroso: el cloro se disuelve en agua y esta en
contacto de materia organica, forma &acido hipocloroso, que es un acido
débil que actia como oxidante. El &cido hipocloroso y los iones hipoclorito
producen la degradacion e hidrolisis de los aminoacidos

e Accion de disolvente: las cloraminas impiden el metabolismo celular, el
cloro es fuerte oxidante e inhibe las enzimas bacterianas esenciales por
oxidacion

e Alto pH: el hipoclorito es una base fuerte pH de 12.5, este interfiere en la
integridad de la membrana citoplasmatica debido a la inhibicion enzimatica
irreversible, las alteraciones biosintéticas en el metabolismo celular y la

degradacién de fosfolipidos observada en la peroxidacion lipidica

Concentraciones de hipoclorito

Las siguientes concentraciones tienen menor accion agresiva sobre los
tejidos periapicales y pueden utilizarse durante el tratamiento de dientes

vitales® 13;

e Solucion de Darkin 0.5 % de cloro activo

e Soluciéon de Milton 1% de cloro activo

Algunas concentraciones mas elevadas de hipoclorito disuelven mejor el

tejido y tienen mayor eficacia ante Enteroccus faecalis y Candida albicans®.
e Soda clorada 4 — 6 % de cloro activo

El hipoclorito de sodio ha sido el irrigante de eleccion en el tratamiento de
conductos debido a su capacidad para disolver la materia organica y a su
alto potencial antimicrobiano. Sin embargo, hay ciertos inconvenientes

asociados con su usol4 15

e Esirritante para los tejidos periapicales
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Tiene un sabor desagradable

Alta toxicidad

Corrosion de instrumentos

Quema de los tejidos circundantes

Debilita la dentina al reducir su resistencia a la flexion y elasticidad al

hacerlo mas susceptible a la deformacion y posible fractural4 15

4.1.3Clorhexidina

La clorhexidina se desarroll6 en Reino Unido y fue comercializada primero

como pomada antiséptica®.

La clorhexidina tiene las siguientes propiedades dentro del conducto:

Es una molécula activa a un pH entre 5.5y 7°

Posee un espectro muy amplio de actividad antimicrobiana, tiene un efecto
prolongado®

No disuelve el tejido necrético, ni elimina el barrillo dentinario®

La eficiencia antimicrobiana de la clorhexidina como irrigante depende de
la concentracion, se ha demostrado que al 2% tiene una mejor eficiencia
antibacteriana que al 0.12%°13

En una concentracion de 2% es mas eficaz frente a Enterococus faecalis®

Modo de accidon

Debido a sus cargas catidnicas, la clorhexidina es capaz de unirse

electrostaticamente a las superficies de las bacterias con carga negativa, con

lo que las capas externas de la pared celular resultan dafiadas y la vuelven

permeable®. La clorhexidina es un agente antimicrobiano de amplio espectro,

efectivo contra las bacterias Gram positivas y Gram negativas y contra las

levaduras. En altas concentraciones actla como detergente y al dafiar la

membrana celular, causa una precipitacion del citoplasma y por lo tanto,

tiene un efecto bactericida®.



Sustantividad

Por su naturaleza catidnica puede ser absorbida por sustratos anidnicos
como la mucosa oral y la estructura dentaria. La captacion de clorhexidina en
los dientes es reversible, esta reaccion de captacion y liberacién de
clorhexidina produce una actividad antimicrobiana sustantiva conocida como
sustantividad®. Sin embargo, el uso de clorhexidina como un irrigante
endodontico esta restringido porque puede pigmentar los dientes, ademas
que puede ocasionar pérdida del gusto, sensacion de ardor en la mucosa

oral, sequedad subjetiva de la cavidad oral y decoloracion de la lengua®®.

4.1.4Acido etilendiaminotetraacetico (EDTA)

Es un acido aminopoicarboxilico que fue descrito por primera vez en 1935
por Ferdinand Munz, quien lo preparo a partir de etilendiamina y acido cloro

acético®.
Se introdujo en el tratamiento de conductos en 1957 por Nygaard — Ostby.
El EDTA tiene las siguientes propiedades dentro del conducto:

e Al utilizarse a una concentracion de 17% se puede eliminar el barrillo
dentinario cuando se encuentra en contacto directo con la pared del
conducto menos de un minuto, aun cuando el EDTA tiene accion
autolimitada. Si se deja en el conducto durante mas tiempo como se utiliza
el hipoclorito de sodio después del EDTA, se ha observado erosion

dentinaria®

e Su uso previo a la adicion de medicamento intraconducto sirve para
promover el aumento de la permeabilidad dentinaria, que favorecera la
accion del farmaco utilizado entre la pared dentinaria y el material

obturador3
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Modo de accidén

Destruye las proteinas superficiales bacterianas al combinase con iones
metalicos de la envolvente celular, lo que puede llevar en su caso la
destruccion de las bacterias. Cuando todos los iones disponibles estan
enlazados, se alcanza el equilibrio y no se produce mayor disolucién; por lo
tanto, el EDTA es auto limitante °. Una desventaja es que, al ser un quelante
inorganico es capaz de desmineralizar los tejidos duros dentinarios, por ser

especifico para iones divalentes como el calcio®.

4.2 Efectividad de agentes usados en el tratamiento de

conductos

La eficiencia quimica de un irrigante dependera de la concentracion en la que
sea usada para tener un efecto antimicrobiano, ademas del &rea de contacto

y la duracién de la interaccion entre el irrigante el material infectado®.

La eficacia de la irrigacion del conducto radicular en cuanto a eliminacion de

residuos y erradicacién de bacterias depende de varios factores®:

e Profundidad de penetracion de la aguja: el tamafio y la longitud de la aguja
con respecto a las dimensiones del conducto radicular

e Diadmetro del conducto radicular

e Didmetro interno y externo de la aguja: el diametro externo para la
introduccidén en el conducto radicular y para la rigidez de la punta, es
importante para conductos curvos

e Presion de irrigacién: el diametro interno determina la presion necesaria
para mover en émbolo de la jeringa. La velocidad del émbolo fija la
velocidad con la que se extruye el irrigante

e Tipo y orientacion del bisel de la aguja: para evitar la extrusion apical del
irrigante a través del foramen apical, es importante utilizar agujas con

aberturas laterales que tienen una punta cerrada y segura
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Capitulo 5 Quitosano
5.1 Definicion

El quitosano es un biopolimero natural cationico no toxico que se obtiene por
la desacetilacion alcalina de la quitina. La quitina es el componente principal
de los exoesqueletos de crustaceos como cangrejo, langosta y camarén. Es
la sustancia organica mas abundante en la naturaleza después de la
celulosal®2l, EI quitosano tiene propiedades de biocompatibilidad,
biodegradabilidad, bioadherencia y atoxicidad. Su abundancia en la
naturaleza lo ha hecho ecologicamente interesante para diversas

aplicaciones en las areas de medicina y productos farmacéuticos? 14 20-25,

5.2 Caracteristicas generales?
e El quitosano solo es soluble en soluciones &cidas diluidas
e Se disuelve rapidamente en &cidos concentrados
e Presenta baja reactividad
e Es un biopolimero con alto peso molecular

e Tiene una estructura porosa que favorece la absorcion de agua

Estructura quimica
Tanto la quitina como el quitosano estan formados por cadenas lineales de

mondémeros de glucopiranosas unidas a enlaces beta (Fig. 11)°.

Grupo Aceti]p s— c|:I 15

HsN

Grupo Amino primario

Figura 11. Estructura quimica del quitosano?®.
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El polimero de quitosano se compone de varias unidades de dimero de
quitina que tiene atomos de nitrbgeno con pares de electrones libres que
conducen a la interaccion idnica entre el metal y el agente quelante.

En un medio &cido, se ioniza dando como resultado que los grupos amino
estén protonados, lo que es responsable de la atraccion a otras moléculas y

da como resultado la adsorcion?®.

5.3 Mecanismo de accion
Se han propuesto dos teorias para explicar el mecanismo quelante del
quitosano.
En el primer modelo se cree que se forma un puente que se establece entre
dos 0 mas grupos amino de quitosano uniéndose al mismo ion metalico.
En el segundo modelo se propone que se utiliza un grupo amino en la unién,

y el ion metdlico se une al grupo amino como un colgante? 16. 26,

Una explicacion mas clara de la acciéon del quitosano lo menciona Natasha
Jaiswal donde el grupo amino cargado catiGnicamente puede combinarse
con componentes anidnicos tales como acido N-acetilmuramico, acido sialico
y acido neuramitico en la superficie celular interrumpiendo el crecimiento de
bacterias al afectar los intercambios con el medio quelante de iones de

metales de transicion e inhibidores de enzimasi.

5.4 Usos
e En la industria de alimentos y bebidas se usa como espesantes,
gelificantes y emulsificantes y como recubrimientos protectores
comestibles'®
e Se usa como agente quelante para absorber los metales pesados del
agua residual 16
e Se usa como excipientes para la administracion oral de farmacos

peptidicos?’
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e Se ha usado en suturas que son absorbibles, apdsitos para heridas, y
como materia prima para fibras artificiales?

e Se ha usado en chicles ya que se ha demostrado que aumenta la
secrecién salival*?

e Se usa como enjuague bucal por su accién antiflingica2°

e Se ha usado en la regeneracion de cartiago articular 28

e Se ha usado para el tratamiento de lesiones cutaneas en sujetos
diabéticos, como en el pie diabético, por la capacidad de reparacion de
curar heridas, como material de vendaje por su actividad hemostéatica y
efectos antitumorales, antimicéticos y antimicrobianos24:29.30

e En odontologia se ha utilizado como membrana de barrera para la terapia
periodontal mejorando la regeneracion ésea en la pérdida ésea dental, se
ha demostrado que es uno de los biomateriales dentales mas
prometedores y como agente de administracion de la mucosa oral para la
clorhexidina 202231

e Potencialmente puede ser usado para la remineralizacion superficial de la
dentina, para el manejo minimamente invasivo de la caries dentinaria y la

hipersensibilidad dentinarial6: 32.33

5.5 Fungicida

En 1979 Allan y Hadwiger mostraron por primera vez el efecto fungicida del
quitosano, y se han realizado varios estudios durante los dltimos treinta afios
para entender el modo de accién del quitosano contra diferentes hongos34.

El quitosano inhibe el crecimiento de hongos filamentosos y de hongos
patdbgenos humanos. Esta inhibicién se asocia con alteraciones morfolégicas
y ultraestructurales de las hifas y también inhibe la germinacién de las
esporas®t. El estado nutricional del medio ambiente determina en gran

medida el efecto antifingico del quitosano, por ejemplo, el bajo nivel del
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carbono y de nitrégeno hacen que aumente la actividad antifingica del
guitosano contra los hongos filamentosos y la levadura.

La membrana plasmatica de hongos que son sensibles al quitosano contiene
mas acidos grasos poliinsaturados, es decir, que tienen una mayor fluidez
que la de los hongos resistentes. Por lo tanto, la permeabilizacion de la
membrana plasmatica por el quitosano dependerd de la fluidez de la

membrana3.

Los grupos de cabeza de fosfolipidos se han propuesto previamente como el
posible objetivo para la union de quitosano a la membrana, por lo que se ha
especulado que la sensibilidad de los diferentes hongos al quitosano se debe
a la composicién de la cabeza de los fosfolipidos34. El quitosano actlia sobre
la membrana plasmatica de hongos sensibles ricos en acidos grasos
poliinsaturados, aumentando asi el estrés oxidativo intracelular y, en dltima
instancia, llevando a la permeabilizacion de la membrana causando la

muerte de la célula3*.

El quitosano es un compuesto prometedor para controlar importantes hongos
patdbgenos humanos. Esto ayudard a reducir la aparicion de cepas
resistentes a los hongos, especialmente en los hospitaless34.

El mecanismo de accién del quitosano en la membrana flngica se debe a
que la carga eléctrica positiva del quitosano se dirige a la carga negativa de
la membrana flngica, aumentando la permeabilidad de la membrana
conduciendo a la muerte celular. Otro mecanismo es la capacidad del
quitosano para penetrar en la membrana fungica y se une al DNA, lo que
inhibe la transcripcion de RNAm inhibiendo indirectamente, la sintesis de
proteinas en la célula. Ademas, el quitosano actia como un agente quelante
y limita los componentes nutricionales presentes en el medio ambiente para
que los hongos no logren tener el acceso a ellos 24. La eficiencia antifingica

del quitosano aumenta si disminuye el peso molecular del quitosano 24.

38



En un estudio se evaluaron los efectos antifungicos del quitosano de bajo
peso molecular contra C. albicans en estomatitis protésica; comparado con la
nistatina, ambas sustancias tuvieron resultados similares, por lo tanto el
quitosano es un antifingico prometedor para uso como enjuague bucal

contra C.albicans?4.

5.6 Bactericida
El quitosano presenta efectos antimicrobianos contra una amplia gama de
bacterias Gram positivas y Gram negativas!?16, Su mecanismo
antibacteriano se le atribuye a su naturaleza policatiénical? 14.16. 35 Es decir,
el quitosano cargado positivamente se une a la superficie bacteriana cargada
negativamente lo que conduce a alteraciones en la permeabilidad de la
membrana bactriana. Al aumentar la permeabilidad celular, los elementos
intracelulares comienzan a salir y finalmente la bacteria muerel214.16.35
Ademas, el quitosano se une al DNA de las bacterias inhibiendo la

transcripcion y en consecuencia, la sintesis de proteinas® 24,

Al evaluar la actividad antimicrobiana de seis quitosanos y seis oligbmeros
de quitosano con diferentes pesos moleculares frente a cuatro bacterias
Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Salmonella
typhimurium y Vibrio parahaemolyticus) y siete bacterias Gram positivas
(Listeria monocytogenes, Bacillus megaterium, B. cereus, Staphylococcus
aureus, Lactobacillus plantarum, L. brevis y L. bulgaricus) se encontré que
los quitosanos mostraron una mayor actividad bactericida inhibiendo
considerablemente el crecimiento de la mayoria de las bacterias que los
oligbmeros de quitosano. Ademads, el quitosano al 0.1% mostré efectos
bactericidas mas efectivos contra las bacterias Gram-positivas que contra las
bacterias Gram-negativas®6. De manera similar al un quitosano de bajo peso

molecular unido a perlas de hidroxiapatita reduce la adherencia de los
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estreptococos orales a la superficie del diente minimizando la colonizacién

bacteriana®’.

Debido a que los microorganismos son cada vez mas resistentes a los
antibiéticos, se necesitan nuevas estrategias antimicrobianas. Una nueva
alternativa es la inactivacion o terapia fotodinamica antimicrobiana donde se
utilizan fotosensibilizadores, mismos que se activan por irradiacion de luz en
presencia de oxigeno causando dafios letales a las células microbianas. Al
combinarse el quitosano con la eritrosina que es un fotosensibilizador,
aumenta el efecto antimicrobiano contra bacterias y levaduras®l. Por otra
parte, al combinarse quitosano con rosa de bengala también un
fotosensibilizador utilizado en la terapia fotodinamica también aumenta tanto
la capacidad antimicrobiana como la resistencia a la degradacién enzimatica
del colageno dentinarios8.

En la mayoria de los estudios revisados en esta tesina el quitosano se
compara con el EDTA, que es el irrigante mas usado al final del protocolo de
irrigacion. EI EDTA ayuda en la eliminacion de la capa de frotis'6 26 y quela
el calcio de la medicacién intraconducto de hidroxido de calcio. Sin embargo,
estudios han demostrado que el EDTA es més erosivo en la dentina que el
acido acético y el acido citrico®®. Ademas, altera las caracteristicas
estructurales de la dentina de la raiz comprometiendo su integridad mecénica
y aumenta el potencial de la adherencia bacteriana sobre el colagenoi6: 3,
Asimismo es un antimicrobiano débil ya que su efecto contra bacterias Gram

positivas es casi nulo16,

El quitosano al 2%, el EDTA al 15% vy el acido citrico al 10% reducen de
manera similar la microdureza del conducto!’. Dado que la concentracién de
quitosano es la menor, se recomienda para la descalcificacion de la
dentinal’- 26, Un estudio mas reciente coincide en que el quitosano reduce la

microdureza de la dentina, facilitando la instrumentacién de conductos curvos
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y estrechos al usarse como irrigante y sus efectos son mayores en

concentraciones mas altas!?.

Complementando la informacién anterior, otro estudio muestra que las
concentraciones mas altas de iones de calcio se observaron en el EDTA y en
el quitosano, la concentracion mas baja de iones calcio se obtuvieron con
acido aceético al 1% vy el acido citrico tuvo resultados intermedios, difiriendo
significativamente de las otras soluciones. El EDTA al 15% y quitosano al 2%
se asociaron con el mayor efecto sobre la desmineralizacion de la dentina de
la raiz, seguido de acido citrico al 10% y acido acético al 1%. En conclusion,
el EDTA y el quitosano eliminan eficazmente la capa de frotis en los tercios

medio y apical del conducto radicular.

El quitosano como irrigante elimina la capa de frotis; quela los iones de calcio
y como antimicrobiano inhibe la recolonizacion bacteriana, caracteristicas
que fueron evaluadas en conjunto12-16. 25,39,

Algunos autores hacen referencia que antes de obturar el conducto, la
eliminacion completa de hidréxido de calcio intraconducto es obligatoria, ya
gue tanto en un caso clinico como in vitro se ha demostrado que el hidroxido
de calcio residual puede tener una influencia negativa en el éxito del
tratamiento del conducto radicular ya que puede impedir la adaptabilidad del
cemento sellador??26, Usualmente, se elimina la medicacién del conducto
radicular mediante el uso de abundante irrigacion manual con hipoclorito de
sodio combinado con instrumentacion manual y un enjuague final con EDTA.
Sin embargo, estas técnicas son ineficientes para eliminar por completo el

hidréxido de calcio?? 26,
Se ha documentado que el acido citrico al 20%, el EDTA al 17% vy el

quitosano al 2% no eliminan por completo el hidroxido de calcio del conducto

en sus dos formulaciones con base acuosa ni con aceite utilizando irrigacién
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pasiva por ultrasonido?®. Aunque el hidréxido de calcio con base acuosa fue
mas facil de eliminar, el quitosano al 2% en combinacidn con ultrasonidos se
desempeiid mejor que el EDTA al 17 % y de acido citrico al 20% en la
eliminacion del hidréxido de calcio?6. En otro reporte se utilizaron una
solucién de EDTA al 17% y quitosano al 0.2% en combinacion con agitacion
ultrasonica tanto en fase acuosa como en aceite para evaluar la eliminacion
de hidroxido de calcio, los resultados fueron igualmente buenos en la
eliminacién de hidroxido de calcio a base de agua. Sin embargo, el quitosano
al 0.2 % tuvo una mejor respuesta que el EDTA al 17% en la eliminacion de
hidroxido de calcio a base de aceite. Ademas, los quelantes ayudaron en la
eliminacion de hidréxido de calcio a base de agua y de aceite en
comparacion con el agua destilada independientemente del vehiculo utilizado
para la mezcla, la combinacion de agitacion ultrasonica con un quelante da
como resultado un canal mas limpio tanto para hidroxido de calcio a base de

agua como a base de aceite?2,

En ambos estudios se enfatizo que el vehiculo usado para mezclar la pasta
de hidréxido de calcio es importante para una recuperacion completa?? 26,
porque el objetivo de la obturacion completa del conducto se puede logar no
solo eliminando el frotis y medicamento intraconducto, sino también logrando
una alta adaptabilidad de los materiales de relleno?>.

El cemento se utiliza para rellenar los espacios entre los materiales del
nicleo de gutapercha y las paredes del conducto para lograr penetrar en los
tibulos dentarios que sepultan las bacterias residuales, por lo tanto la
penetracion del cemento nos servirA como un indicador para conocer la
extension de la capa de frotis eliminada?>3°. La profundidad de penetracion
del cemento fue mas alta con quitosano al 0.2 % en el tercio apical, de forma
muy similar al EDTA al 17% en el tercio coronal y tercio medio. EI EDTA es
eficaz en la eliminacion de la capa de frotis de los tercios coronal y medio,

pero no del tercio apical®.
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Lo que se resalta de los estudios revisados es que se usa un volumen de
solucién de quitosano menor e incluso a una concentracion tan baja, caso
contrario con el hipoclorito de sodio, donde el quitosano fue capaz de
eliminar la capa de frotis siendo similares a los de las soluciones quelantes
con concentraciones mas altas. El quitosano al 0.2% puede ser indicado
como una mejor alternativa al EDTA, debido a su naturaleza biocompatible,

biodegradable y bioadhesiva2®.

La razon que se expone en el parrafo anterior hace que sea realmente
importante la eleccidén del irrigante para logar la eliminacion de la capa de
fotis en el tercio apical, ya que el porcentaje de la interfase entre cemento-
dentina debe ser tanto como sea posible y el grado de penetracién en los
tibulos sea mayor para tener un sellado hermético e impedir la

recolonizacién o supervivencia de las bacterias?>.

Cuando dos soluciones tienen un efecto quelante similar, se debe preferir el
agente rentable con menos concentracion. Se sabe que la eficacia de un
agente quelante depende de varios factores, incluidos el tiempo de
aplicacion, el pH, la concentracién y la cantidad de la solucion, es por esto
que el quitosano tiene ventaja contra el EDTA?,

También la estructura quimica del quitosano permite la preparacion de
numerosos derivados que pueden utilizarse para el tratamiento superficial del
conducto como quitosano fosforilado que permite la biomineralizacion de la
matriz de colageno al contacto con la saliva. Este colageno biomineralizado o
remineralizado forma una barrera inhibiendo la adherencia bacteriana a las
superficies dentales®®. Sus grupos funcionales de fosfato podrian unirse a
iones de calcio para formar una superficie favorable dando como resultado la
formacion de una capa de fosfato de calcio®. El coldgeno biomineralizado

también podria potencialmente, estabilizar la interfase cemento-dentina y
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hacerla mas resistente a la descomposicion y la posterior recolonizacién

bacteriana a largo plazo después del tratamiento®°.

Se ha comprobado que el quitosano tiene la eficiencia para eliminar el frotis
del conducto radicular e interfiere con la adhesion bacteriana obstaculizando
la formacién de biopeliculas por su capacidad quelante en la dentina del
conducto al usarlo como irrigante'6. Con base en lo anterior, se ha agregado
quitosano a un sellador de oxido de zinc — eugenol, donde se sugiere que el
quitosano puede separarse del cemento y penetrar en los tubulos dentinarios
y a las complejidades anatomicas inhibiendo la formacion de biopeliculas
dentro de la interfase cemento- dentina, aumentando de esta manera las

propiedades antimicrobianas del cemento3°.

Es decir, el quitosano cargado positivamente en una suspension acuosa
puede adherirse a la superficie de la dentina cargada negativamente. Aunque
la fuerza de adhesién entre el quitosano y la dentina puede ser débil, cuando
las bacterias recolonizan el conducto radicular, el quitosano interactia
electrostaticamente con la célula bacteriana con carga negativa para
destruirlas facilmente®. Sin embargo, se requieren estudios futuros para
investigar en detalle las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del

quitosano para verificar sus beneficios y consecuencias para los humanos?®.
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Capitulo 6 Enterococcus faecalis

6.1Taxonomia

Los microorganismos del género Enterococcus son residentes normales del
tubo digestivo y de las vias biliares y en una menor cantidad de la vagina y
de la uretra masculinall 41,

El género Enterococcus corresponde a bacterias en forma de coco, Gram
positivas, de tipo anaerobias facultativas, se asocian en parejas y cadenas
cortas. Dentro de este género se encuentran: Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus mundtii y
Enterococcus gallinarum4243, Sy importancia como causantes de
enfermedades humanas es cada vez mayor debido a su resistencia a los

antibioticos#4.

6.2 Caracteristicas generales

E. faecalis es la especie mas frecuente y que esta asociado de un 80

hasta un 90 % en las infecciones por Enterococcus en humanos*4

e Eltamarfio E. faecalis oscila entre 0.5 a 0.8 micrometros?

e E. faecalis responde negativamente a la prueba de arabigosa y es el
Unico del género que utiliza piruvato y es tolerante al telurito 1142

e Puede sobrevivir en ambientes desfavorables, incluyendo a un pH
extremadamente alcalino!142

e Es resistente a las sales biliares, detergentes, metales pesados, etanol,
acidos y desecacion*?

e Puede crecer a una temperatura entre 10 y 45° y sobrevive a
temperaturas de 60°C hasta por 30 minutos!!42

e Seencuentra en el intestino, lengua y en el surco un gingival‘!

e Posee una pared celular con antigenos del grupo D#2
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6.3 Factores de virulencia 1114214244

Sus factores de virulencia son:

Sustancia de agregacion: adhesina bacteriana que convierte la superficie
de la bacteria donadora en una superficie adherente potencial para las
células receptoras, causando agregacion

Adhesinas o proteinas de superficie llamadas ESP (proteina de superficie)
0o ACE (proteina de union al colageno), ambas relacionadas con la
formacion de biopeliculas y con la adherencia del microorganismo a las
proteinas de la matriz extracelular y al colageno tipo Iy IV

Feromonas sexuales: péptidos que promueven la transferencia conjuntiva
de plasmidos de DNA entre las bacterias

Acido lipoteicoico: polimero asociado a la pared celular que estimula a los
leucocitos a liberar mediadores de la repuesta inflamatoria, inducir la
produccion de factor de necrosis tumoral (TNF) e interferon

Peréxido extracelular: radicales de oxigeno altamente reactivos
relacionados con el dafio tisular y celular

Hialuronidasa: enzima que degrada al acido hialurénico

Gelatinasa: es una metaloproteina extracelular que hidroliza colageno,
fibrinbgeno, caseina, hemoglobina e insulina

Hemolisina: codificada por plasmidos, es producida por cepas -
hemoliticas y produce lisis total de los eritrocitos, ademas de destruir
polimorfonucleares, neutréfilos y macrofagos

Tiene la capacidad para formar biopeliculas

6.4 Patogenicidad

E. faecalis es un microorganismo facultativo tiene la capacidad de formar

biopeliculas monoespecificas y colonizar los tubulos dentinario progresiva y

rapidamentel4 21,
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Tiene a mas probabilidades de estar presente en los dientes con infecciones
gue ya tengan un tratamiento de conductos previo.

Gracias a sus factores de virulencia aprovecha su adhesion a las células del
huésped y la matriz extracelular, lo que facilita dafio tisular. E. faecalis
compite con otros microorganismos Yy resiste la privacion nutricional en los
conductos tratados, manteniéndose en una fase inactiva con baja actividad
metabdlica durante un largo periodo de tiempo!®> 42, Se adhiere al colageno y

muestra resistencia a la preparacién quimiomecénica.

6.5 Patbgeno endoddéncicol!

Los siguientes requisitos son necesarios para que un microorganismo se
establezca por él mismo en el sistema de conductos y participe en la

patogénesis de la enfermedad perirradicular:

e EI microorganismo debe presentarse en nimero suficiente para iniciar y
mantener la enfermedad perirradicular

e EIl microorganismo debe presentar factores de virulencia que deben ser
expresado durante la infeccién del conducto radicular

e El microorganismo debe estar localizado en el sistema de conductos
desde el cual él o sus factores de virulencia pueden llegar a los tejidos
perirradiculares

e El ambiente del conducto debe permitir la supervivencia y crecimiento del
microorganismo y proporcionarle sefiales que estimulen la expresion de
los genes que codifican factores de virulencia

e El hospedador promueve una defensa en los tejidos periradiculares,
inhibiendo la propagacion de la infeccidén, este proceso tendr& como

resultado el dafio tisular
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E. faecalis cumple con los requisitos antes mencionados, por lo que es

considerado un patégeno endodéncicoll.

E. faecalis posee polimorfismo genético generalizado, expresa proteasa
serina, gelatinasa y una cubierta de colageno que ayuda a que esta bacteria
se una a la dentina, es suficientemente pequefia para invadir los tubulos
dentinarios y vivir en ellos, tiene la capacidad de soportar periodos
prolongados de inactividad hasta que las condiciones ambientales
promuevan los suplementos nutricionales adecuados, el suero que se
origina en el hueso alveolar y el ligamento periodontal, también ayuda al
E. faecalis a unirse al colageno tipo |y forma biopeliculas resistentes a la

fagocitosis, anticuerpos y antimicrobianos!115:42,

6.6 Enterococcus faecalis su papel en el fracaso de
tratamiento de conductos

Los Enterococcus se aislan frecuentemente en los conductos obturados de
dientes que muestran patologia periapical cronica®. E. faecalis es la especie
gue se encuentra con mas frecuencia en las infecciones intrarradiculares,
persistentes y secundarias asociadas con el fracaso del tratamiento de
conductos11:14.38.434546 E _faecalis posee la habilidad de colonizar e infectar
los tdbulos dentinarios, por su capacidad de unirse al colageno, y que se
adapta facilmente a las condiciones dificiles del conducto radicular lo
que complica su eliminacibn a través de la limpieza mecanica y
quimical®?1:41.43, 4547 | 3 disolucién de la superficie de la dentina inducida por
bacterias y la capacidad de E. faecalis para formar una biopelicula calcificada
en la dentina del conducto radicular son factores que contribuyen en su
persistencia después del tratamiento endodéncico'4. Ademas, la resistencia
de este microorganismo al hidréxido de calcio, que es la medicacién
antimicrobiana mas utilizada en el interior del conducto, le permite sobrevivir

y reinfectar el conducto después de encontrarse ya obturadol®:2141.43,4547,
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E. faecalis es capaz de sintetizar una amplia variedad de proteinas cuando
se expone a condiciones ambientales adversas, como en ambiente con un
pH alto o la exposicién a hipoclorito de sodio. Ambos son agentes usados
para el tratamiento de conductos que inducen a que genere una respuesta
de estrés, entonces E. faecalis puede construir una proteccion para ella
misma cuando se ve expuesta a estos agentes, siendo el mecanismo que

podria explicar en parte su resistencia al tratamiento3.

Se menciona otro posible mecanismo para que E. faecalis sobreviva a la
exposicion de hidroxido de calcio, se cree que esta bacteria contenga una
bomba de protones con la capacidad de acidificar el citoplasma como una
respuesta de la bacteria al penetrar los iones hidroxilo al citoplasma
bactriano, lo cual eleva el pH intracelular, se activa la bomba de protones y
envia iones de potasio cargados positivamente hacia el citoplasma

bacteriano logrando la acidificacién impidiendo la inhibicion enziméatica“3.

La reduccion de E. faecalis es similar al utilizar como irrigante intrarradicular
clorhexidina al 2% o hipoclorito de sodio al 5%. Sin embargo, la tensién
superficial del gluconato de clorhexidina es menor que la del hipoclorito de
sodio, pero la citotoxicidad en tejidos periapicales del hipoclorito de sodio lo
pone en desventaja. Ademas, ninguna de las dos sustancias fue eficaz para
remover totalmente E. faecalis y el uso del EDTA al 17% no aumentd la
efectividad en la remocion del microorganismo. Se sugiere que la
preparacién del conducto radicular no es suficiente y se necesita un

coadyuvante para realizar una remocion efectiva de E. faecalis*®.

A pesar de ocupar diversos agentes antimicrobianos, como clorohexidina,
metronidazol, vidrio bioactivo 0 su combinacion con hidroxido de calcio, que
resultaron ser eficientes solo minimizando el nimero de E. faecalis, con
diversos grados de éxito, por lo tanto, E. faecalis muestra un alto nivel de

resistencia a un amplio rango de agentes antimicrobianos. 1521:41,4345,47
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En consecuencia, el descubrimiento y el desarrollo de los medicamentos
para controlar la infeccién del conducto radicular por E.faecalis se necesitan

con urgencia combinado con nulos efectos adversos.
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Capitulo 7 Accion del Quitosano contra el Enterococcus

faecalis

La terapia fotodinAmica es una alternativa para la eliminacion de
E.faecalis®®-3° y la combinacion de la terapia fotodinamica con el quitosano

aumenta el potencial contra la infeccién endodéncica por E.faecalis3948,

El hidroxido de calcio tiene una capacidad limitada para erradicar por
completo las células bacterianas dentro de los tdbulos dentinarios, es
ineficaz contra E. faecalis, particularmente cuando se usa solo?l. En un
estudio se evalu6 la actividad antimicrobiana del hidréxido de calcio
combinado con quitosano como un medicamento intraconducto y el efecto de
este nuevo medicamento intraconducto sobre la fuerza de unién del cemento
RealSeal a la dentina radicular, eligiendo E. faecalis como microorganismo
por encontrarse comuUnmente en los conductos radiculares infectados?.El
hidroxido de calcio combinado con quitosano tuvo un efecto antimicrobiano
mejor que el hidroxido de calcio combiando con solucién salina. Ademas, el
hidroxido de calcio combinado con el quitosano fue ventajoso, ya que la
fuerza de union del sellador RealSeal con la dentina radicular no fue afectada
como en el caso control?!. En este estudio se concluyéd que el hidréxido de
calcio combinado con la solucibn de quitosano como medicamento
intraconducto tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento de E. faecalis en
la dentina radicular. Siendo asi un medicamento antimicrobiano prometedor
que no afecta las propiedades adhesivas del cemento RealSeal a la dentina
radicular?13°, Ademas, se destaca el potencial del quitosano como vehiculo
al combinarlo con hidroxido de calcio en la medicacién intraconducto,
aumentando el efecto antimicrobiano y la eficiencia del hidroxido de calcio
para asegurar la inhibicion total del crecimiento de E. faecalis y la posible
recolonizacion bacteriana logrando el éxito a largo plazo del tratamiento de

conductos??: 39,
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En otro estudio se agregd quitosano a la clorhexidina en un intento de probar
el posible efecto aditivo o sinérgico sobre la viabilidad de E. faecalis; ya que
la clorhexidina tiene la capacidad Unica de unirse a la dentina, su efectividad
como agente antimicrobiano contra E. faecalis. Se usaron diferentes

concentraciones de clorhexidina en combinacién con quitosano?4.

e Quitosano al 1% con clorhexidina al 1%,
¢ Quitosano al 0.2% con clorhexidina 2%,
e Quitosano 2% con clorhexidina 2%

e Clorhexidina al 2%

Tanto el quitosano al 1% con clorhexidina al 1% y la clorhexidina al 2%,
mostraron la eficacia antimicrobiana y fueron las mas altas entre todos los
grupos!4. Otro reporte muestra que un gel de clorhexidina al 2% combinado
con quitosano ha demostrado mayor efecto antimicrobiano contra C. albicans
y E. faecalis en comparacion con el gel clorhexidina sola o el quitosano al
2%14. La eficacia antibacteriana atribuida al 0.2% de quitosano fue mayor
que la que se le dio al acido acético al 1%. Dicha informacion es importante
porgue la solucién de quitosano utilizada el estudio se preparé usando acido
acético al 1%. Por lo tanto, es evidente que la eficacia antibacteriana se le
atribuye a las propiedades del quitosano y no del 1% de acido acéticol.
Todas las combinaciones de quitosano y clorhexidina se puede usar como
una alternativa al hipoclorito de sodio como solucién de irrigacién del
conducto radicular para las infecciones endodénticas, aunque, se requieren

mas estudios in vivo para conocer su efecto a largo plazo!4.

El hipoclorito de sodio es el irrigante mas utilizado debido a su capacidad
antimicrobiana y de disolucién del tejido organico, pero es toxico para los
tejidos periapicales y debilita la dentina al reducir su resistencia a la flexion y
elasticidad al hacerlo mas susceptible a la deformacién y posiblemente
fracturas!®. La actividad antibacteriana de los grupos de quitosano estuvo a

la par con hipoclorito de sodio al 3% y clorhexidina al 2%?1°. El hipoclorito de
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sodio y quitosano eliminaron con éxito y desintegraron la biopelicula formada
en la superficie del conducto radicular, lo que puede ser reemplazado el
hipoclorito de sodio por el quitosano como irrigante endodontico para superar
los efectos nocivos de los irrigantes convencionales (hipoclorito de sodio y
clorhexidina) sobre la dentina. El quitosano no mostré citotoxicidad igual que
la clorhexidina y el hipoclorito de sodio si tuvo una citotoxicadad'®. De este
estudio se concluye que el uso de quitosano como irrigante del conducto
radicular puede ser una alternativa para superar los efectos nocivos de los
irrigantes convencionales como el hipoclorito de sodio y clorhexidina sobre la

dentina, siendo asi el quitosano un irrigante mas biocompatible?®.

Para que tener éxito en el tratamiento de conductos se requiere de un
desbridamiento y una desinfeccion eficaz y efectiva del sistema de conductos
radiculares. Por lo que la calidad de la obturacion esta directamente
relacionada con la calidad de la instrumentacién, y para que estos dos
procedimientos tengan éxito, el proceso de la desinfeccion de los conductos
debe ser la mas importante ya que es la que nos puede asegurar que
nuestros conductos estén desinfectados, y queden totalmente sellados y asi
evitemos la supervivencia de cualquier microorganismo y por lo tanto se
impida la recolonizacién bacteriana y el pronéstico de fracaso en nuestro

tratamiento se vea reducido.

Es importante destacar que debemos de conocer los factores que puedan
impedir que se cumpla la premisa anterior. Todo comienza desde realizar la
eliminacion de la capa de frotis, que es mas facil de eliminar en los tercios
cervical y medio del conducto por la posible accesibilidad, pero donde esta
nuestro verdadero reto es en el tercio apical ya que presenta desafios con
respecto a la curvatura, el tamafio del conducto, el estrechamiento y el
diametro, las ramificaciones, los deltas, los istmos y la permeabilidad de la

dentina.
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La capa de frotis debe eliminarse por completo de la superficie de todos los
tercios del conducto radicular ya que al no hacerlo puede albergar
microorganismos y causar microfiltraciones y la presencia de esta misma,
impide que los medicamentos penetren en los tibulos dentinarios e interfiera

con la adaptacion del material sellador a la dentina radicular.

Se eligio6 como objeto de estudio E. faecalis porque es un microorganismo
que se encuentra comunmente en las infecciones endoddncicas, y muy
particularmente en casos de fracasos del tratamiento de conductos con

prevalencia que rodean de un 70 a un 90% de los casos.

E. faecalis posee de factores de virulencia que lo hacen un microorganismo
persistente, busca la manera de sobrevivir en el conducto, es capaz de
formar una biopelicula lo que hace aumentar su patogenicidad y potencializa

a las demas bacterias para su beneficio propio.

Se ha encontrado que E. faecalis es resistente a diversos antimicrobianos
debido a su capacidad para adherirse en los tubulos dentinarios y adaptarse
a entornos de estrés y ademas que estos agentes se vuelven ineficaces para
la eliminacion completa de E. faecalis, dando la oportunidad de mantenerse

inactivo hasta encontrar las condiciones ideales para su desarrollo.

El papel tan importante que juega E. faecalis en el fracaso del tratamiento de
conductos hace que sea esencial para desarrollar nuevas estrategias para

controlar las infecciones causadas por este microorganismo.

Por lo antes mencionado es importante seleccionar el mejor irrigante desde
nuestro diagnéstico basandonos en elegir el que tenga las mejores
propiedades antimicrobianas y no se vean afectados nuestros medicamentos
dentro del conducto, sin alterar las caracteristicas de la superficie de la
dentina de la raiz y sin que se vea comprometido sus propiedades

mecénicas ya que el uso especifico de soluciones quelantes desmineraliza la
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dentina de la raiz, exponiendo el colageno a una posible degradacién por

factores bacterianos y mediados por el huésped.

La degradacién del colageno de la dentina de la raiz con el tiempo puede
contribuir a una microruptura de la interface entre la dentina de la pared del
conducto y el relleno de la raiz, que posteriormente permite la recolonizacién
bacteriana en esta interfase formada por el material de obturacion y de la
dentina después de un periodo prolongado de haberse realizado el

tratamiento.

Como sabemos, los agentes quelantes han desempefiado un papel
importante como irrigantes finales en los protocolos de irrigacién y se ha
demostrado que eliminan la capa de frotis. Los agentes quelantes, como es
el EDTA, se ha utilizado como solucion de enjuague final, pero el EDTA se
considera un contaminante, ya que no se encuentra originalmente en la
naturaleza, poniéndolo en desventaja como irrigante. Ademas se debe de
tener bajo vigilancia su tiempo dentro del conducto ya que puede ocasionar
una alteracién en la estructura de la dentina favoreciendo la adhesion
bacteriana, pudiendo crear un factor para el fracaso del tratamiento de

conductos.

El proposito de este trabajo fue exponer las propiedades que posee el
quitosano, lo que lo hace un agente antimicrobiano para Su uUso como
irrigante en el tratamiento de conductos, ademas que puede usarse como
medicacion intraconducto combinado con hidroxido de calcio ya que prolonga
y potencializa su actividad antimicrobiana, por esta misma propiedad puede
ser utilizado en cementos selladores del conducto radicular. Al comprobar
que tiene una accién antimicrobiana lo hace un agente eficaz en la inhibicion
del crecimiento del E. faecalis como irrigante, como medicacion intraconducto
y en la obturacion final, en comparacion de otros irrigantes de uso comun,

teniendo como otra ventaja que los efectos adversos son nulos, por lo que lo

55



justifica como una opcidén alternativa en nuestro protocolo de irrigacién y en

uso en todo el tratamiento de conductos.
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Conclusiones

El quitosano, por su accion antimicrobiana, lo hace una alternativa para
usarse en el tratamiento de conductos de manera preventiva, es decir, que
sea el irrigante de eleccion desde un inicio del tratamiento de conductos y no
en caso de un retratamiento, cuando ya existe el fracaso de éste. Con las
propiedades del quitosano se propone no solo combatir la recolonizacion de
E. faecalis, sino de todas aquellas bacterias que estan implicadas en las
infecciones pulpares y periapicales, disminuyendo de esta manera la

probabilidad de fracaso del tratamiento de conductos.

El quitosano no ha presentado interacciones con los irrigantes cominmente
utilizados en la practica odontolégica, por el contrario, ayuda potencializando
el efecto bactericida de éstos, ademas de presentar un efecto antimicrobiano

prolongado.

Finalmente, se debe aclarar que aun se requieren de mas estudios para
investigar las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del quitosano para
comprobar sus efectos, realizar su comercializaciéon y ser utilizado en la

practica endododncica diaria.
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