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INTRODUCCION

El presente trabajo busca profundizar en el conocimiento que se tiene acerca
de la microbiologia y las infecciones endoddncicas, ahondando un poco mas
en la biopelicula que como se mostrara a lo largo del trabajo, es de suma
importancia en la mayoria de las infecciones endodéncicas debido a que es
un mecanismo de resistencia de las bacterias y que se convierten en un

verdadero desafio para la desinfeccion del sistema de conductos radiculares.

A lo largo del tiempo, diversos autores han estudiado el importante papel de la
biopelicula en el proceso infeccioso del sistema de conductos radiculares y de
la periodontitis apical, logrando establecer una estrecha relacion en ambos.
Mediante estudios de microscopia, estudios moleculares y estudios
histopatolégicos han logrado recabar datos que han sido relevantes para la

comprension de las infecciones en Endodoncia.

Gracias a estos estudios, a la comprension del proceso de las infecciones
endododncicas y la formacion de la biopelicula en el conducto, también se ha
analizado un aspecto muy importante que se refiere a la remocion de la
biopelicula del sistema de conductos radiculares. En conjunto con los avances
tecnoldgicos en el estudio microbioldgico y en los auxiliares para la realizacion
del tratamiento endodoncico, se ha incrementado la tasa de éxito a largo plazo

de los tratamientos.



OBJETIVOS

e Conocer la microbiologia de las infecciones endodoncicas.

e Analizar la estructura de las biopeliculas y sus asociaciones con el
sistema de conductos radiculares.

e Entender los métodos microscopicos y moleculares de analisis de la
biopelicula endoddncica.

e Describir los tipos de infeccibn endodoncicas y su relacion
microbiolégica.

e Comprender la relacion e importancia de los auxiliares del tratamiento
endodoncico para la remocion de la biopelicula.

e Establecer la relacion entre la biopelicula y la persistencia de la

enfermedad endoddncica.



Capitulo 1. GENERALIDADES DE LAS BACTERIAS

Por medio de un andlisis detallado de la estructura celular interna es posible
diferenciar dos tipos de células: la procariota y la eucariota. Las células
eucariotas son por lo general mas grandes y estructuralmente mas complejas
que las procariotas. Las células procariotas tienen una estructura interna mas
simple y carecen de organelos rodeados por membranas. Las bacterias
pertenecen al dominio Bacteria que junto con el dominio Archea comprenden

los dos grandes grupos que conforman a las células procariotas. (1)

1.1 Clasificacion bacteriana

El bacteriélogo danés Christian Gram, desarrolla una tincion diferencial (Figura
1) por medio de la cual revela diferencias estructurales importantes entre dos
grupos de bacterias, esta tincion se basa en el espesor y grado de formacion
de enlaces cruzados en la pared celular; con ello se clasifican la mayoria de
las bacterias en dos grandes grupos: Bacterias Gram positivas y Gram

negativas. (2)

Existen microorganismos que no pueden clasificarse con base en la tincion de
Gram, por ejemplo: Mycobacterium tuberculosis debido a que tiene una
envoltura celular formada por acidos micélicos y ceras; por lo que se emplea
para el grupo de las micobacterias la tincién de Ziehl-Neelsen conocida como
tincion para bacilos acidorresistentes. La tincion de Gram y técnicas similares
son Utiles para identificar bacterias, aunque actualmente el establecimiento de
las relaciones filogenéticas entre las mismas se realiza con base en
comparaciones de secuencias de los nucleétidos y proteinas de los

microorganismos. (2)



Paso 1 Tincién del frotis,

previamente fijado al
calor, con cristal violeta
0 durante 1 minuto
Todas las células
se tifien de color
azul-violeta
Paso 2 Afadir la solucién de
lugol (I,/IK) y dejar que
actue durante 3 minutos
0 Todas las células siguen
del mismo color
azul-violeta
Paso 3 Decolorar brevemente
- con alcohol (alrededor
J de 20 segundos)

y Las células Gram
positivas siguen de color
azul-violeta mientras que
las Gram negativas se
decoloran

Paso 4 Tincién de contraste
- a con safanina durante
7 G 1-2 minutos

Gram positivas (G*)
\ g+ Seven azul-violeta
@ y las Grarr_\ negativas (G)
rosas o rojas

O f Las células

Figura 1. Pasos en la tincion de Gram. (1)
Asimismo, se puede clasificar a las bacterias con base en la diversidad de la
estructura microbiana, las capacidades metabdlicas y ambientales en las que
pueden proliferar estos microorganismos. (2)

Existen bacterias que se multiplican de manera Optima a valores de pH de
alrededor de 2 (aciddfilas), otras s6lo se reproducen en pH cercano a 10
(alcalofilas). Algunos procariotes apenas sobreviven a temperaturas
superiores a 15°C (psicrofilos), mientras que otros prosperan a 100°C en
chimeneas hidrotermales, (terméfilos) (Figura 2). Ciertos microorganismos
pueden vivir con combustible de aviacién o queroseno, como principal fuente
de carbono y energia, otros crean diminutos imanes internos para dirigir su
movimiento, otros mas emiten luz, y algunos otros desintoxican mercurio en el
ambiente. Existe una variedad de bacterias que pueden corroer metales, y
muchas otras, como Streptomyces, sintetizan productos de importancia
econdémica, como antibidticos o polisacaridos complejos que se utilizan en

alimentos o productos farmacéuticos. (2)



Figura 2. Pyrolobus. hiperterméfila, capaza de crecer muy bien por encima del punto de
ebullicién del agua. (1)

Las bacterias que se encuentran en la superficie y el interior del cuerpo
humano exceden en nimero a las células corporales, en una proporcion de 10
a 1. La cantidad de bacterias que colonizan al ser humano es muy pequefia
en comparacion con el namero total de bacterias conocidas, y las que
provocan determinadas enfermedades son un grupo aun menor. Cabe resaltar
que la comunidad microbiana oral constituye el grupo mas diverso de
microorganismos, entre los que colonizan los distintos lugares del medio

ambiente del cuerpo humanao. (2)

Las bacterias suelen medir de 1 a 5 ym en su eje mayor. Una colonia
bacteriana de alrededor de 3 mm de diametro que se forma en una placa de
agar puede contener mas de 100 millones de microorganismos. Las bacterias
también tienen una amplia variedad de formas: cocoide o esférica; bacilar o de
baston; fusiforme o de baston largo y delgado, helicoidal o de sacacorchos.
curva, irregular; o mixta. (2) (Figura 3)

Muchas bacterias tienen la capacidad de formar estructuras multicelulares
complejas, o son capaces de diferenciarse en formas alternadas con

actividades y potencial metabdlico, distintos. (2)
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Figura 3. Formas celulares representativas de diferentes morfologias. (1)

1.2 Componentes bacterianos

1.2.1 Membrana citoplasmatica

La membrana citoplasmatica (Figura 4) es una estructura fina que rodea por
completo a la célula; cumple una funcién vital, mide 8nm de espesor,
constituye la barrera que separa el interior de las células (citoplasma) del
exterior. Si esta membrana se rompe, la integridad de la célula se destruye
debido a que se liberan al medio los componentes que la integran y se produce
la muerte celular. Es una barrera muy selectiva que permite que en el interior
de la célula se concentren determinados metabolitos y se excreten las

sustancias de desecho. (1)



La estructura general de la mayoria de las membranas biolégicas es una
bicapa lipidica. Los fosfolipidos poseen regiones hidrofébicas (acidos grasos)
como hidrofilicas (glicerol); cuando los fosfolipidos se agregan en soluciones
acuosas tienden a formar bicapas de manera espontanea; los acidos grasos
se orientan hacia el interior, de forma que se mantienen en un ambiente
hidrofébico, y las porciones hidrofilicas se exponen a la fase acuosa. La
estructura de bicapa de las membranas es probablemente la organizacion mas

estable que pueden alcanzar las moléculas lipidicas en un entorno acuoso. (1)

La capa externa de la membrana citoplasmatica en algunas bacterias contacta
con proteinas implicadas en la unién de sustratos y el procesamiento de
grandes moléculas para su transporte al interior celular (proteinas
periplasmicas). La cara interna de la membrana citoplasmatica orientada hacia
el citoplasma interacciona con proteinas involucradas en reacciones de

obtencion de energia y otras funciones de importancia para la célula. (1)

Las membranas se consideran como un mosaico fluido en el que proteinas
globulares atraviesan la bicapa lipidica. Su organizacion le confiere

propiedades funcionales de importancia. (1)

La membrana citoplasmatica separa el interior y el exterior celular; lleva a cabo

funciones celulares muy importantes:

-Como una barrera de permeabilidad, evitando la pérdida pasiva de

componentes del citoplasma y la entrada indiscriminada de constituyentes. (1)

-En ella se asientan proteinas, que algunas son enzimas o estan implicadas
en el transporte de sustancias hacia el interior y hacia el exterior de la célula.

- Es el lugar donde se produce energia en la célula. (1)
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Figura 4. Diagrama de la membrana citoplasmatica. (1)

1.2.2 Pared celular
Estructura bacteriana responsable de dar forma y rigidez a la célula. No se
observa facilmente con el microscopio éptico, pero es visible en cortes finos

mediante microscopio electrénico de transmision. (1)

Las bacterias se dividen en 2 grupos: Gram positivas y Gram negativas.
(Figura 5) La diferencia en la reaccidn a esta tincion se basa en las diferencias
en la estructura de las paredes celulares. La pared celular en las Gram
negativas esta compuesta por varias capas y es bastante compleja, mientras
que la pared de las Gram positivas esta formada fundamentalmente por un
solo tipo de molécula. Mediante microscopia electrénica de barrido se pueden

detectar diferencias entre estas paredes celulares. (1)



Figura 5. Diagramas esquematicos de paredes celulares Gram positivas y Gram negativas y

microfotografias electrénicas. (1)

Peptidoglicano

En la pared celular de las bacterias hay una capa rigida que provee de
resistencia a la pared celular; tiene composicion similar tanto en bacterias
Gram positivas como en Gram negativas y se conoce como capa de

peptidoglicano o mureina. (1)

La estructura basica del peptidoglicano (Figura 6) es una lamina en las que las
cadenas de derivados de azlcares se conectan entre si por puentes peptidicos
a través de aminoacidos. Los enlaces glicosidicos que unen los azlcares en
las cadenas son muy fuertes, pero las cadenas por si solas no pueden conferir
rigidez en todas las direcciones. Cuando las cadenas se entrecruzan mediante

puentes peptidicos se logra la rigidez caracteristica de la pared. (1)
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Figura 6. Estructura de una unidad repetitiva de peptidoglicano de la pared celular con el
tetrapéptido, correspondiente a Escherichia coli y muchas otras bacterias Gram negativas.

)

En las bacterias Gram positivas, el peptidoglicano representa hasta el 90% de
la pared, otros componentes como los acidos teicoicos, también estan
presentes en pequefias cantidades. En las bacterias Gram negativas, el

peptidoglicano representa solo alrededor del 10% de la pared celular. (1)

Pared celular de bacterias Gram positivas:__acidos teicoicos vy

lipoteicoicos.

Los acidos teicoicos (Figura 7) son polimeros de la pared, la membrana o de
la cdpsula que contiene unidades de glicerolfosfato o de ribitolfosfato. Estos
polialcoholes estan unidos por ésteres fosfato y se presentan unidos a otros
azucares y D-alanina. Debido a su carga negativa, los acidos teicoicos son, en
cierta parte, responsables de la carga negativa neta de la superficie célular y
pueden intervenir en el paso de iones a través de la pared celular. Algunos de
estos acidos contienen glicerol estan unidos a los lipidos de la membrana de
las bacterias Gram positivas y debido a esta intima asociacion con lipidos, los

acidos teicoicos se denominan también 4cidos lipoteicoicos. (1)
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Figura 7. Acidos teicoicos y lipoteicoicos, estructura global de la pared celular Gram Positiva.

6y
Membrana externa de bacterias Gram negativas.

Ademas del peptidoglicano, las bacterias Gram negativas poseen en su pared
una capa adicional que estd compuesta de lipopolisacérido. (Figura 9) Esta
capa representa una segunda bicapa lipidica, que consta también de

polisacéaridos y proteinas. (1)

La estructura del lipopolisacarido consta de dos porciones: el nicleo y el
polisacéarido O. (Figura 8) En el género Salmonella, se ha estudiado muy a
detalle, el nacleo del polisacarido esta compuesto por cetodesoxioctonato
(KDO), heptosas, glucosa, galactosa y N-acetilglucosamina. El polisacarido O
esta unido al ndcleo y consta generalmente de galactosa, glucosa, ramnosa y

manosa. (1)

Lipido A Polisacarido central Cadena lateral O

Figura 8. Representacion esquematica de una molécula de lipopolisacéridos tipica de

bacterias Gram negativas. (2)

La parte lipidica del lipopolisacarido, conocida como lipido A, no es un lipido

de glicerol si no que los acidos grasos se unen por una unién amino éster a un

11



disacarido compuesto n-acetilglucosamina-fosfato. El disacarido se une al
nacleo del polisacarido a través del KDO. Los acidos grasos que normalmente
se encuentran en el lipido A son el a&cido caproico, ladrico, miristico, palmitico
y estearico. En la membrana externa, el LPS se asocia con varias proteinas
formando la mitad externa de la unidad de la membrana. En la porcion interna
de la membrana externa se encuentra en muchas especies Gram negativas
una lipoproteina compleja, que funciona como un tipo de anclaje entre la
membrana externa y el peptidoglicano. En la regién exterior de la membran
externa, el LPS sustituye a los fosfolipidos, que se localizan en su mayoria en

la porcion interna. (1)

El LPS desempefia un papel importante en la capacidad de los
microorganismos para inducir enfermedades; existe un amplio espectro de
actividad de lipopolisacaridos segun el microorganismo del cual se aisle, por
lo que no todas las moléculas de lipopolisacaridos son tan toxicas y no todas
producen las mismas reacciones biologicas, esto varia dependiendo de cada

género bacteriano. (2)

Los principales efectos bioldgicos del LPS son:
-Toxicidad letal

-Estimulacién de la inflamacion

-Activacion del complemento

-Activacién de leucocitos polimorfonucleares
-Activacion de macrofagos

-Actividad mitégena de linfocitos B

-Actividad coadyuvante

-Pirogenicidad

-Estimulacion de la resorcion 6sea
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-Estimulacion de la sintesis de prostaglandinas
-Induccién del factor de necrosis tumoral
-Hipotermia

-Hipotension (2)

Membrana - 43

citoplasmatica
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Figura 9. Pared celular Gram negativa. Disposicidn del lipopolisacéarido, lipido A, fosfolipidos,

porinas y lipoproteinas. (1)

1.2.3 Capsulas

Son polimeros extracelulares laxamente unidos a la superficie de los
microorganismos; son producidas por una amplia gama de bacterias.
Generalmente, estan formadas por polisacéaridos, aunque existen ejemplos de

capsulas de otros materiales. (Figura 10) (2)

Proporcionan varias ventajas a los microorganismos, como la proteccion
contra lesiones fisicas, fuente de nutrientes en periodos de inanicién, y
resistencia a la fagocitosis. Muchas bacterias orales producen polisacaridos
estructurales que no suelen considerarse capsulas, aunque estos polimeros

tienen muchas propiedades en comun con las capsulas verdaderas. (2)
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Figura 10. Demostracién de la presencia de capsulas en especies de Acinetobacter por
tincién negativa con tinta china. La tinta china no penetra la capsula, de modo que su

contorno queda revelado como una estructura mas clara sobre un fondo oscuro. (1)

1.2.4 Fimbrias

Diversas bacterias orales producen fimbrias (Figura 11), que participan en la
adhesién a proteinas salivales; llamadas proteinas de la matriz extracelular,
tales como el colageno y la fibronectina, proteinas de la cascada de la
coagulacion; diferentes tipos de células huéspedes, y otras proteinas de
adhesién con otras bacterias. Asimismo, intervienen en diversas acciones
perjudiciales para el huésped, como estimulacion de la resorcién 6sea y otras

que facilitan la invasiéon bacteriana. (2)

1.2.5 Flagelos

Son organelos de locomocién presentes en muchas especies distintas de
bacterias, pero sélo un subgrupo pequefio de especies orales los posee;
facilitan el movimiento dirigido de las bacterias hacia un nutrimento, o puede
alejarse de un producto final metabdlico toxico para ellas. (Figura 11) La
distribucion de los flagelos en las bacterias es muy variable, pero una especie
dada de bacterias por lo general exhibe un patron muy especifico de flagelos.
Algunas especies tienen un solo flagelo o uno en cada extremo de la célula
(flagelos polares). Otras tienen muchos flagelos distribuidos a lo largo del
cuerpo de la célula (flagelos peritricos). Los flagelos estan en contacto directo
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con el entorno y giran para impulsar a la bacteria en el medio. En la mayoria
de los casos, la presencia de flagelos y motilidad no guardan fuerte correlacion
con colonizacion o virulencia de las bacterias orales, a excepcion de las
espiroquetas; ya que, por su forma de sacacorchos y los flagelos periplasmicos
hacen a estos microorganismos capaces de penetrar tejidos. Las espiroquetas
son las bacterias mas frecuentes en el frente en las lesiones periodontales

avanzadas, lo cual se debe tal vez a sus caracteristicas de motilidad Unicas.

(2)

Figura 11. Micrografia electronica de una célula de Salmonella en divisién, mostrando

fimbrias y flagelos. (1)

1.2.6 Vesiculas

La produccién de vesiculas es una caracteristica de muchas bacterias Gram
negativas. Ocurre por desprendimiento o “ampolladura” de la membrana
externa. Las vesiculas ricas en lipidos que se desprenden pueden contener
muchos de los componentes de la membrana o todos ellos, incluidos LPS,
enzimas que atacan tejidos y otros factores de virulencia. Las vesiculas son
importantes en algunas enfermedades orales porque son muy pequefias y
pueden difundirse por los tejidos del huésped llevando factores de virulencia y

estimulando reacciones adversas, como inflamacion y reabsorcion 6sea. (2)
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1.2.7 Endosporas

Algunas bacterias tienen la capacidad de formar endosporas (Figura 12). Las
endosporas, son formas latentes bacterianas con gran resistencia a la
destruccion por agentes fisicos o quimicos, tales como calor, productos
limpiadores, alcohol, peroxidos, por mencionar algunos. En condiciones
favorables, las esporas “germinan” para producir progenie. La mayoria de las
bacterias orales no forman esporas, pero las que si lo hacen son importantes
en la practica odontolégica debido a su virtual ubicuidad (que pueden
localizarse y adaptarse a cualquier condicion) y alto grado de resistencia a los
antimicrobianos, desinfectantes y procesamiento en autoclave. (2)
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Figura 12. Endosporas bacterianas. Micrografias de contrataste de fases que ilustran
diferentes tipos morfoldgicos de endosporas y su localizacion intracelular. A) Terminal, B)
Subterminal y C) Central (1)
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Capitulo 2.  MICROBIOLOGIA DE LAS INFECCIONES
ENDODONCICAS

2.1 Vias de infeccion del conducto radicular
En condiciones normales, el complejo dentino-pulpar se encuentra estéril y
aislado de la microbiota oral debido a que esta protegido por capas de esmalte
y cemento. Cuando dichas capas se pierden y hay exposicién del complejo
dentino-pulpar a las bacterias orales hay un incremento en el riesgo del
desarrollo de un proceso infeccioso. Si ocurre dicha exposicion, la dentina
representa una ruta para las bacterias; permite el acceso a los tubulos
dentinarios y por consiguiente al tejido pulpar. No obstante, se ha demostrado
gue la invasion bacteriana de los tubulos dentinarios ocurre de forma mas

rapida en dientes no vitales a comparacion de dientes vitales. (3)

2.1.1 Tubulos dentinarios

Los tabulos dentinarios (Figura 13) atraviesan todo el grosor de la dentina, con
una conformacion cénica con dos distintos diametros: el diametro méas ancho
se sitla en la cercania a la pulpa y mide aproximadamente 2.5 ym y el
diametro menor se sitda en la periferia, cerca del esmalte o cementoy mide
0.9 um; es importante resaltar que el diametro celular de la mayoria de las
especies bacterianas de la cavidad oral estan entre las 0.2 y 0.7 pum,
coincidiendo con el didmetro menor del tabulo dentinario. (4)

Figura 13. Micrografia electronica de barrido de la dentina que muestra los tubulos en corte

transversal (A, aumento x850) y longitudinal (B, aumento x130). (4)
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En los dientes vitales, el movimiento externo del liquido dentinario y del
contenido de los tabulos (incluyendo los procesos odontoblasticos, fibrillas de
coldgeno y la lamina limitante que, a modo de vaina, recubre los tubulos)
influyen en la permeabilidad dentinaria y retrasan la invasion intratubular de
las bacterias. Existen otros factores que reducen la permeabilidad dentinaria y
gue ayudan a limitar o detener el paso de las bacterias y su avance hacia la
pulpa por medio de los tubulos dentinarios, estos factores pueden ser la
presencia de dentina esclerética debajo de una lesion cariosa, dentina
terciaria, barrillo dentinario y la deposicion intratubular de fibrinbgeno. Ademas,
en el liquido dentinario de dientes vitales, se pueden encontrar componentes
del sistema de complemento que son moléculas de defensa del huésped y que
influyen como proteccion en contra de la invasion bacteriana. Por lo tanto, en
cuanto un diente sea vital, la dentina expuesta no representa una ruta
significativa para la infeccion pulpar; a excepcién de los casos en los que el
espesor de la dentina se encuentre considerablemente reducido y la
permeabilidad dentinaria se incrementa. Cuando la vitalidad pulpar esta
comprometida y los mecanismos de defensa resultan insuficientes, incluso

unas cuantas bacterias pueden iniciar el proceso infeccioso. (3)

En el caso de dientes traumatizados se han logrado aislar bacterias de dientes
con trauma, pulpa necrdtica y coronas aparentemente intactas, sin embargo,
se presume que pueden presentar macro y micro fisuras que pueden no
terminar en la union amelodentinaria, y por el contrario profundizar mas hacia
la dentina; en una sola fisura se pueden exponer gran cantidad de tubulos
dentinarios; de manera se convierten en portales de entrada para las bacterias
ya que pueden estar obstruidos por la placa dental. Cuando la pulpa
permanece vital posterior a un evento traumatico, entra en accion el liquido
dentinario y el contenido tubular ayudando a contrarrestar la penetracion
bacteriana hacia los tubulos dentinarios, de manera que la pulpa no se ve

comprometida. Por otro lado, cuando la pulpa se necrosa como consecuencia
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del trauma, pierde su capacidad de defensa contra la invasion bacteriana vy,
sin importar el espesor de la dentina, los tubulos dentinarios se convierten en

vias que permiten a las bacterias colonizar la pulpa necrotica. (3)

2.1.2 Comunicacion pulpar

La comunicacién directa de la pulpa dental al ambiente de la cavidad oral es
la ruta més obvia para la infeccion endoddncica; existen diversas causas por
las cuales se puede ocasionar dicha exposicion, la lesion cariosa es la mas
comun (Figura 14), eventos iatrogénicos durante los procedimientos
restauradores o trauma. Independiente a la causa; en todos los casos la pulpa
expuesta desencadena el proceso inflamatorio, necrosis pulpar y un proceso
infeccioso. (3) No esta definido cuanto tiempo transcurre entre la exposicion
pulpar y la infeccion de todo el conducto radicular, pero generalmente es un

proceso lento. (4)

Figura 14. Comunicacion pulpar por lesién cariosa. (5)

2.1.3 Via periodontal

Los microorganismos asociados a las biopeliculas subgingivales asociados a
enfermedad periodontal pueden alcanzar a la pulpa por las mismas vias
intraconducto por las que los microorganismos llegan al periodonto (foramenes
apicales, laterales o de la furcacion, tubulos dentinarios, y perforaciones
iatrogénicas de la raiz). (Figura 15) Sin embargo se ha demostrado que,
aunque los cambios inflamatorios y degenerativos en diferentes grados

pueden ocurrir en la pulpa de un diente asociado con periodontitis marginal, la
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necrosis pulpar como consecuencia de enfermedad periodontal tnicamente se
desarroll6o cuando la bolsa periodontal llega al foramen apical, causando dafio
irreversible a los vasos sanguineos que penetran a través del foramen para la

irrigacion pulpar. (3)

También, los microorganismos pueden tener acceso al conducto radicular
durante o después de la intervencion del profesional, esto se considera como
infeccion secundaria (secundaria al tratamiento). Dichos microorganismos
pueden ser introducidos al conducto por una inadecuada técnica aséptica
durante el tratamiento, o por via coronal por filtracion de saliva entre cita y cita

o después de la obturacién de los conductos radiculares. (3)

Figura 15. Rutas de la infeccién pulpar. A) Pulpa normal. B) Fisuras en el esmalte que
alcanzan la dentina y exponen sus tubulos. C) Lesion cariosa que expone los tlibulos
dentinarios. D) Comunicacion pulpar directa. E) Enfermedad periodontal que expone la
dentina cervical o los conductos laterales. F) Enfermedad periodontal que alcanza el apice

radicular. (5)
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2.2 Mecanismos de patogenicidad bacteriana y factores de virulencia

Mecanismos de patogenicidad bacteriana

La mayoria de las bacterias que se encuentran involucradas en las infecciones
endododncicas se encuentran en la microbiota oral, estas bacterias aprovechan
los cambios que se generan en la pulpa dental y las situaciones que reducen
las defensas del huésped, de manera que el conducto radicular se vuelve
susceptible a la colonizacion bacteriana; dichas bacterias se denominan
patdgenos oportunistas. Las infecciones endoddncicas se catalogan como
infecciones de tipo enddgenas; ya que se trata de infecciones causadas por

miembros de la microbiota humana normal. (5)

Las bacterias involucradas en la patogénesis de la periodontitis apical pueden
haber estado presentes en etapas tempranas de la enfermedad, o bien, haber
entrado al conducto radicular una vez que ya se habia establecido la necrosis
pulpar. En el primer caso, de las bacterias iniciales, se trata de bacterias
presentes en lesiones cariosas avanzadas o presentes en la saliva del area
afectada. (5)

Las bacterias implicadas en la enfermedad pulpar se adhieren en primera
instancia a la superficie de dentina expuesta, con ello ocurre la colonizacion
inicial y se forman estructuras altamente especializadas denominadas

biopeliculas, las cuales seran explicadas a detalle en el siguiente capitulo. (5)

La inflamacion del tejido pulpar se produce por la difusion de los productos
bacterianos a través de los tubulos dentinarios; lo cual ocurre mucho antes de
que el tejido pulpar esté expuesto; una vez que hay exposicion pulpar la
superficie podra ser colonizada por bacterias presentes en la biopelicula de la
caries dental. La pulpa expuesta y en contacto directo con las bacterias

causales y sus productos secretados respondera con inflamacion severa. (5)
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Las bacterias involucradas en este proceso resisten la respuesta de las células
de defensa del huésped; adquieren los nutrientes necesarios para su
supervivencia; sin embargo, en el proceso ataque bacteriano-defensa
inmunitaria, la pulpa se necrosa, y posteriormente las bacterias colonizan ese
tejido necrético. Estos eventos suceden en compartimentos individuales de
tejido, los cuales se unen y se mueven hacia el apice del conducto radicular,
hasta el punto en que practicamente todo el tejido pulpar del conducto radicular
se encontrara necrotico e infectado. En esta etapa las bacterias involucradas
se denominan colonizadores tempranos o especies pioneras del conducto
radicular; conforme la infeccidbn avanza y se acerca a vias de salida, como
foraminas apicales o laterales, la inflamacion también avanza y llega a los
tejidos periapicales, generando dafio; tal inflamacion puede ser observada

incluso antes de que las bacterias lleguen a las foraminas apicales o laterales.
(5)

Los colonizadores tempranos son una pieza clave en el comienzo de la
periodontitis apical, ya que estas especies pioneras modifican las condiciones
ambientales en el conducto radicular y propician que diferentes grupos
bacterianos se establezcan y asi continla desarrolldndose el proceso de
enfermedad. Estas bacterias pueden tener entrada al conducto por una
exposicidn coronal o por exposicion de los tubulos dentinarios. Con el paso del
tiempo, la microbiota endododncica se vuelve mas y mas organizada tanto

espacial como estructuralmente. (5)

En el caso de los colonizadores tardios, los beneficios que proporcionan los
factores de virulencia no seran, de utilidad, debido a que, ya no se enfrentaran
a un real mecanismo defensivo del sistema inmune del huésped porque la
respuesta defensiva inicial habra disminuido o en la pulpa necrética ni siquiera

estaran activas en el tejido pulpar. (5)
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Otros factores del ambiente al que estan expuestas las bacterias que son
determinantes para que las nuevas especies que entren al conducto se

establezcan o no de forma exitosa; pueden ser:
-interacciones bacterianas,

-la tensién de oxigeno,

-tipo y cantidad de los nutrientes disponibles,
-pH,

-temperatura,

-receptores de adhesinas. (5)

La infeccion del conducto radicular es un proceso cambiante en el que
dependiendo de la fase en la que se encuentre se modificara la composicion
de la microbiota lo cual se debe principalmente a los cambios de las
condiciones ambientales dentro del conducto radicular, especialmente
relacionado a la tensién de oxigeno y a la disponibilidad de nutrientes. En las
fases iniciales del proceso infeccioso en la pulpa predominan bacterias de tipo
facultativas. Pasando dias o semana, el oxigeno se agota dentro del conducto
a consecuencia de la necrosis pulpar y del consumo por las bacterias
facultativas. Al verse interrumpido el aporte de oxigeno por la falta de
circulaciébn sanguinea se desarrolla un entorno anaerobio que permite la
supervivencia y el crecimiento de bacterias anaerobias obligadas. De forma
que, al pasar el tiempo, las condiciones anaerobias son las que privan en el
conducto; en particular en el tercio apical las bacterias anaerobias predominan

en la microbiota, superando en numero a las bacterias facultativas. (4)

Se forman gradientes de tension de oxigeno y nutrientes en los que en la
region coronal se encontrara una mayor tension de oxigeno, nutrientes de la
cavidad oral (hidratos de carbono), mayores recuentos bacterianos y

microorganismos mas accesibles al tratamiento. En la regién apical hay menor

23



tensidbn de oxigeno, nutrientes provenientes de los tejidos periapicales
(proteinas y glucoproteinas), menores recuentos bacterianos 'y

microorganismos menos accesibles a las medidas de tratamiento. (Figura 16)

(4)

Apical region
Lower oxygen tension
Nutrients from the periradicular
tissues: proteins and glycoproteins
Bacteria less accessible to
treatment measures

| Coronal region
Higher oxygen tension

| Nutrients from the oral-cavity:
i carbohydrates
i _Bacteria moye accessibie to

| lteatment

Figura 16. Diferentes condiciones ecolégicas en el conducto radicular necrético. (5)

Las principales fuentes de nutrientes de las bacterias que colonizan el sistema

de conductos radiculares son:
-pulpa necrdética,

-proteinas y glucoproteinas de los liquidos tisulares y el exudado que entra al

sistema de conductos radiculares a través de los foramenes apical y lateral,

-componentes de la saliva que penetran coronalmente en el conducto

radicular,
-productos del metabolismo de otras bacterias. (4)

Las especies bacterianas que mejor compiten y utilizan los nutrientes en el

sistema de conductos radiculares son las que tendran éxito en la colonizacion.

(4)
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Los cambios en la composicion de la microbiota del conducto también de la
dindmica de utilizacion de nutrientes. Las especies sacaroliticas dominan en
las fases mas tempranas del proceso infeccioso; después se ven superadas
por las asacaroliticas, que predominan en fases posteriores. La induccion de
inflamacion periapical garantiza una fuente mantenida de nutrientes y en esta
fase hay dominio de bacterias proteoliticas. Al mismo tiempo, las proteinas se
convierten en la principal fuente de nutrientes a medida que el proceso
infeccioso causa induccion de inflamacion periapical, particularmente en el
apice, lo que favorece el establecimiento de especies anaerobias que utilizan

los péptidos o aminoacidos en su metabolismo. (4)

Las infecciones endoddncicas primarias se caracterizan por tener
comunidades bacterianas mixtas; en ellas las bacterias se encuentran en
estrecha proximidad y lo que permiten diversas interacciones entre si. Las
bacterias colonizadoras primarias son de suma importancia para decidir que

especies viviran con ellas en la comunidad. (4)

Existen interacciones positivas y negativas. Las interacciones positivas
generan mejora en la capacidad de supervivencia de las bacterias, permiten
la coexistencia de diferentes especies en habitats donde no podrian sobrevivir
por si solas. Ejemplo de ello son las interacciones nutricionales
interbacterianas (Figura 17), que dan lugar a mayor eficiencia metabdlica de

toda la comunidad. (4)

Las interacciones nutricionales estan representadas por redes alimentarias,
gue incluyen la utilizacion de productos finales del metabolismo de una especie
por otra y la colaboracion bacteriana para degradar sustratos complejos
provenientes del huésped. Ejemplo es que una especie puede brindar mejores
condiciones de crecimiento para otra especie, reduciendo la tension de
oxigeno y favoreciendo el establecimiento de microorganismos anaerobios o

liberando proteinasas que lo pueden proteger de las defensas del huésped. (4)
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Figura 17. Interacciones nutricionales (cadena alimenticia) entre diferentes bacterias en las

comunidades endodoncicas mixtas. (5)

Las interacciones negativas actian como mecanismos que limitan la densidad
de la poblacion. Ejemplo de ello es la competitividad por los nutrientes, el
espacio, y el amensalismo donde una especie produce una sustancia que

inhibe a otras especies, incluyendo antibiéticos como la penicilina. (4)

Muchas especies bacterianas, se adhieren directamente a las superficies del
huésped, otras deben adherirse a las bacterias que ya estd unidas a la
superficie; esto se llama coagregacion, la que favorece la colonizacion de las
superficies del huésped y facilita las interacciones metabdlicas entre los
socios. Dos especies determinadas pueden unirse entre si mediante
interacciones de tipo lectina, la cual es una unién de una proteina especifica
de la superficie de una especie con un hidrato de carbono especifico de la

superficie de otra especie. (4)

La unién de colonizadores tardios y colonizadores tempranos formara una

comunidad bacteriana variada y dinamica en el conducto radicular. (5)

Las bacterias ejercen su patogenicidad provocando destruccion tisular por
medio de mecanismos directos e indirectos. Los que causan dafio de forma
directa incluyen a los que dafian las células del huésped y su matriz

intercelular; suelen involucrar productos secretados como enzimas, exotoxinas
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y productos metabdlicos finales; asi como los componentes estructurales de
las bacterias, como peptidoglicanos, acido lipoteicoico, fimbrias, flagelos,
proteinas y vesiculas de la membrana externa, ADN, exopolisacaridos y
lipopolisacéaridos, por mencionar algunos factores que, al liberarse en los
tejidos periapicales, estimulan reacciones inmunitarias del huésped las que
ademas de iniciar una reaccion de defensa, también causan destruccion
tisular. Un ejemplo es la liberacién de mediadores quimicos como citosinas o
prostaglandinas, que son producidas por la accién de los componentes
bacterianos y son importantes inductores de reabsorcion 6sea; que es una

caracteristica en las lesiones por periodontitis apical crénica. (5)

En cuanto a los factores que causan dafio indirecto estd por ejemplo la
formacion de exudado purulento en el absceso apical agudo. Los mecanismos
de defensa del huésped son un factor importante para la formacion de exudado
purulento asociada a abscesos. La formacion de radicales libres derivados del
oxigeno (super oxido y peroxido de hidrégeno), junto con la liberacion de
enzimas lisosomales dada por los leucocitos polimorfonucleares da lugar a la
destruccion de la matriz extracelular de tejido conectivo con lo que la bacteria
es capaz de ejercer efectos destructivos indirectos, que pueden ser alin mas
significativos en el dafio asociado a las lesiones por periodontitis apical aguda

y cronica. (5)

Las bacterias deben invadir los tejidos periapicales para ejercer su
patogenicidad, ya sea que sus productos o componentes estructurales
penetren los tejidos y evoquen la respuesta de defensa del huésped. Existen
dos formas mediante las cuales las bacterias pueden invadir los tejidos, por
motilidad o por crecimiento, la primera permite que las bacterias puedan
escapar rapidamente de los fagocitos debido a su capacidad de movimiento,
la segunda requiere que la tasa de reproduccién de la bacteria esté por encima

de los mecanismos de respuesta del huésped. (5)
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La invasion bacteriana hacia los tejidos periapicales rara vez ocurre; el dafio,
ya sea directo indirecto a los tejidos es causado por productos bacterianos
secretados, o por componentes estructurales que se difunden fuera del
conducto y son liberados por las bacterias que son rdpidamente destruidas por
las defensas del huésped. En los casos agudizados o en casos donde una
lesion asintomatica se infecta, el dafio tisular también proviene de células

bacterianas viables que invaden directamente los tejidos periapicales. (5)

Pocos patégenos endodoncicos de manera individual son capaces de inducir
los eventos implicados en la patogénesis de las diferentes formas de
periodontitis apical. El proceso de enfermedad requiere de la interaccion
integrada y las comunidades endoddncicas mixtas y sus respectivos factores

de virulencia. (5)
Factores de virulencia

Los factores de virulencia bacterianos son de diversa naturales como
componentes estructurales y productos liberados de las células bacterianas.
Ademas, hay estrategias bacterianas que contribuyen a la patogenicidad,
como la capacidad de coagregacion y formacion de biopeliculas, por lo tanto,

también se les incluyen como factores de virulencia. (5)

Los factores de virulencia que se encuentran en la superficie celular o son
secretados al ambiente, su funcion principal es estructural o fisiolégica, mas

alla de causar dafio tisular al huésped. (5)

Un solo factor de virulencia puede tener varias funciones en diferentes etapas
de la infeccién, pero es muy poco probable que un solo factor de virulencia sea
responsable del dafio tisular asociado a las lesiones por periodontitis apical,
es posible que determinado factor sea esencial en ciertos casos, pero no
suficiente por si solo para provocar la patogénesis de la enfermedad. (5) En
la tabla que se muestra a continuacion se exponen los diversos factores de

virulencia involucrados en las diferentes etapas del proceso infeccioso.
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Funcioén Factores de virulencia

Adhesién Adhesinas

Exopolisacaridos

Acido lipoteicoico

Proteinas de la membrana externa

Vesiculas de la membrana externa

Invasién Flagelos

Enzimas (colagenasa, hialuronidasa, condroitin sulfatasa,
fibrinolisina, fosfatasa acida y ADNasa)

Silepisie el e sTan elen = Exopolisacéaridos (capsula)

defensas del huésped IgM, 1gG, IgA, C3, y C5 proteinasas
adquisicion de nutrientes) Lipopolisacaridos (Porcion de antigeno O)
Flagelos
Exotoxinas

Proteinas de choque térmico

Productos metabdlicos finales

Dafio directo Exotoxinas

Enzimas (colagenasa, hialuronidasa, condroitin sulfatasa,
gingipainas  (proteasas secretadas por P. gingivalis),
aminopeptidasas, fosfolipasas, neuraminidasa, y fosfatasa acida)
Productos metabolicos finales (acidos grasos de cadena corta,
poliaminas, componentes volatiles de azufre, indol, amoniaco)
Dafio indirecto Lipopolisacaridos (principalmente la porcion lipido A)
Peptidoglicanos

Acido lipoteicoico

Fimbrias

Exopolisacéaridos

Proteinas de la membrana externa (porinas)

Lipoproteinas

ADN

Proteinas de choque térmico

Tabla 1. Factores de virulencia involucrados en las diferentes etapas del proceso infeccioso.

®)
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2.3 Distribucién espacial de la microbiota

Diversos estudios morfolégicos han demostrado que en la microbiota del
conducto radicular en las infecciones primarias predominan morfotipos
bacterianos, que incluyen cocos, bacilos, flamentos y espiroquetas, y en raras

ocasiones aparecen hongos. (4)

La mayoria de las bacterias que colonizan los conductos radiculares pueden
proliferar en biopeliculas que estan adheridas a las paredes de dentina,
aungue también es posible encontrar bacterias planctonicas, suspendidas en
una fase liquida e integradas en el tejido pulpar necrético. Asimismo, los
conductos laterales, ramificaciones apicales e istmos que conectan dichos

conductos pueden ser obstruidos por biopeliculas bacterianas. (Figura 18). (4)

% : ‘l’ :
x

s ¢

Figura 18. Biopelicula bacteriana en un conducto necroético y una ramificacion apical

continua a los tejidos periapicales inflamados (aumento x25). (5)

La infeccion de los tubulos dentinarios se produce en el 70-80% de dientes
que presentan lesion por periodontitis apical. Generalmente la penetracion
superficial es mas frecuente, en algunos dientes se observa que las bacterias

alcanzan las 300 um. (4)

Estudios in situ, como los realizados por Siquiera et. al., en los cuales han
estudiado los patrones de colonizacion en las infecciones primarias del

conducto radicular, muestran células bacterianas en divisibn dentro de los
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tabulos (Figura 19); lo que sugiere que los nutrientes, para dichas bacterias
probablemente proceden de la degradacion de los procesos odontoblasticos,
coldgeno desnaturalizado, bacterias que mueren durante la infeccion y los
liqguidos presentes al interior del conducto, que ingresan a los tubulos
dentinarios por capilaridad. (4)

Figura 19. Infeccién en las paredes de un conducto radicular, en su mayoria por cocos,
aungue también se observan bacilos. Los cocos estan penetrando los tibulos de dentina
(aumento x3.500). (5)

31



Capitulo 3. BIOPELICULA

3.1 Composicién y caracteristicas
Actualmente, se reconoce, que la gran mayoria de los microorganismos en la
naturaleza crecen y se comportan como miembros de comunidades
metabolicas integradas denominadas biopeliculas. El estudio de las
biopeliculas microbianas es de suma importancia en varios ambitos como el
industrial, ambiental y en la microbiologia médica. Se ha demostrado que las
biopeliculas microbianas son participes en la corrosion de las tuberias y en la
degradacion de componentes estructurales sumergidos en las plataformas
petroleras y barcos en altamar: asi mismo pueden amenazar la seguridad del

agua potable al crecer en tuberias de distribucion de agua. (6)

En la microbiologia médica, su relevancia es aun mayor debido a que se ha
reportado que las infecciones provocadas por biopeliculas representan
aproximadamente entre el 65-80% de las infecciones humanas. En la cavidad
oral se ha establecido que sus principales enfermedades son provocadas por
biopeliculas bacterianas y como ejemplo estan la caries, gingivitis y la
enfermedad periodontal. En la actualidad, como resultado de un gran nimero
de estudios, se ha relacionado y establecido a la periodontitis apical como

parte de las enfermedades bucales inducidas por biopeliculas. (6)

La biopelicula se puede definir como comunidades microbianas sésiles
adheridas a una superficie; compuestas de células inmersas en una matriz
extracelular polimérica de produccién propia y que exhiben un fenotipo

alterado con respecto a la tasa de crecimiento y la expresion de genes. (7)

Las comunidades microbianas de biopeliculas fueron observadas muchos
antes de que se tuvieran las herramientas necesarias para estudiarlas a
detalle. En el afio de 1684, Anthony Van Leewenkoek comentd sobre la gran
acumulacion de microorganismos en la placa dental en un informe a la Royal

Society of London. (8)
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Fue a mediados del siglo XIX, cuando Robert Koch desarrollé6 métodos para
crear un medio nutritivo solido para cultivar y aislar cultivos puros de
microorganismos. Este desarrollo propicié grandes avances en la medicina, la

agricultura y la industria. (8)

En 1940 en el Journal of Bacteriology, los autores Heukelekian y Heller
escribieron acerca de que las superficies permiten que las bacterias se
desarrollen en sustratos, que, de otro modo, estarian demasiado diluidos para
el crecimiento. Claude Zobell describi6 muchas de las caracteristicas
fundamentales de las comunidades microbianas adheridas en la década de
1940. En las ultimas décadas del siglo XX, se escribieron numerosos articulos
sobre peliculas microbianas. (8)

A medida que las propiedades unicas de las comunidades microbianas frente
a los microorganismos planctonicos se hicieron evidentes, resulté util emplear
el término adecuado para describirlas. Fue asi como el término “Biopelicula”
se uso coloquialmente entre los investigadores durante algunos afios antes de
gue se considerara un término aceptable para su uso en publicaciones. El
primer uso del término “Biopelicula” fue en una publicacion llamada “Desarrollo
de la pelicula microbiana en un filtro percolador” de la revista Microbial Ecology
en 1975. (8)

Los primeros investigadores de biopeliculas estudiaron las implicaciones de
estas en la filtracion de aguas residuales, la bioincrustacién de equipos
industriales y la placa dental. La formacion de biopeliculas también esta
implicada en la corrosion influenciada por microorganismos, contaminacion de
productos, y las infecciones relacionadas con equipos medicos y heridas
cronicas. La biopelicula también puede utilizarse para efectos positivos,

especialmente en sistemas de pretratamiento de agua y suelos contaminados.

(8)
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El estudio de las biopeliculas alcanz6 su momento cumbre en julio de 1996
gracias al premio Nobel Joshua Lederburg por una conferencia llamada “La
ecologia microbiana y la enfermedad infecciosa” realizada por el Instituto
Nacional de Investigacién Dental en Bethesda. Un par de meses después se
realizd otra conferencia alusiva a la biopelicula, esta vez organizada por la
Sociedad Americana de Microbiologia, y gracias a estas conferencias, la
relevancia y la implicacién clinica de la biopelicula se volvi6 un tema de
vanguardia. (9) En la biopelicula bacteriana, las células individuales crecen y
se agregan para formar microcolonias (poblaciones) que se encuentran
incrustadas y distribuidas de forma estratégica en la matriz de
exopolisacéridos y separadas por canales de agua. En la mayoria de las
biopeliculas, las poblaciones de bacterias representan menos del 10% de la
masa seca, mientras que la matriz de exopolisacéaridos puede representar mas
del 90%. En la biopelicula dental se pueden encontrar alrededor de 300 o0 mas

capas de células de espesor. (7)

La matriz de exopolisacéaridos es de gran importancia en el funcionamiento de
una biopelicula ya que le aporta caracteristicas Unicas a la comunidad y es
determinante para su fisiologia, produccién y existencia. Los exopolisacaridos
son biopolimeros hidratados (normalmente polisacaridos, pero también
proteinas, acidos nucleicos y lipidos) secretados por células bacterianas que

componen la biopelicula. (6)

La matriz de exopolisacaridos cumple con funciones muy importantes para la

comunidad microbiana y se enlistan a continuacion:

A) Como mediador de la adhesion de la biopelicula a una superficie,
actuando como un “pegamento biologico”.

B) Proporciona estabilidad mecénica a la biopelicula.

C) Permite el acumulo de enzimas extracelulares para que ejerzan
actividades como la adquisicion de nutrientes y la degradacion

cooperativa de macromoléculas complejas.
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D) Mantiene en cercania a las células que componen la biopelicula de
manera que favorece ciertas interacciones como el quorum sensing,
intercambios genéticos y el sinergismo patdgeno.

E) Como fuente de nutrientes; debido a que cuando hay periodos de
privacion, aunque algunos componentes de la matriz pueden
degradarse lenta o parcialmente.

F) Retiene agua y mantiene un microambiente altamente hidratado que
rodea a las poblaciones de la biopelicula.

G) Contrarresta las defensas del huésped y la accion de los agentes

antimicrobianos. (6)

Por lo anterior, la comunidad dentro de las biopeliculas representa un sistema
biolégico complejo que esta organizado estructural y dinamicamente. En la
biopelicula las poblaciones celulares se colocan estratégicamente para que se
pueda llevar a cabo una interaccion metabdlica adecuada vy, la arquitectura
resultante favorece la fisiologia y el papel ecoldgico de la comunidad. (6)

Las propiedades que muestra la comunidad de una biopelicula de multiples
especies estan dadas sobre todo por las interacciones entre las poblaciones,
las cuales crean nuevas funciones fisiolégicas que no se muestran en
componentes individuales (bacterias aisladas), por lo que si se analiza el
comportamiento complejo de las comunidades bacterianas de las biopeliculas
se pueden comparar y parecer al comportamiento de los organismos

multicelulares. (6)

Otros aspectos relevantes de la biopelicula son el encapsulamiento e
inmovilizacion de las poblaciones bacterianas cercanas, que favorecen la

cooperacion y la comunicacion entre los miembros de la comunidad. (6)

-La cooperacion es importante para la disponibilidad de nutrientes y también

para conferir resistencia a las tensiones ambientales. (6)
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-La comunicacion es fundamental para la virulencia y la supervivencia de los

microorganismos. (6)

Existen varios beneficios para las bacterias que se agrupan en comunidades

de una biopelicula como las siguientes:

e Creacion de un rango de habitat de mayor amplitud para permitir el
crecimiento de una microbiota mas diversa.

e Mayor diversidad y eficiencia metabdlica gracias a las redes
alimentarias y a la cooperacién enzimatica para la degradacion de
nutrientes complejos.

e Proteccion contra microorganismos competidores, defensas del
huésped, agentes antimicrobianos y tensiones ambientales.

e Comunicacion célula-célula (Quorum sensing).

e Intercambios genéticos facilitados, incluyendo a los genes que codifican
resistencia a los antibiéticos y para los factores de virulencia.

e Mayor patogenicidad, gracias al sinergismo entre las diversas especies

de la comunidad bacteriana, dando como resultado un efecto patégeno.

(6)

3.2 Bacterias planctonicas y sus diferencias con la biopelicula.
Las bacterias planctonicas son especies que viven en estado flotante y se
encuentran individualmente a diferencia de la biopelicula que es una estructura
altamente organizada con comunidades microbianas de diversas especies.
Diversos estudios han demostrado que las propiedades fisioldgicas de las
bacterias que se integran a una biopelicula son diferentes a las que muestran

esas mismas bacterias cuando se encuentran en un cultivo liquido. (10)

Ciertas especies bacterianas muestran nuevos tipos con mayor virulencia
cuando crecen en una biopelicula. Por lo cual, las bacterias dentro de las
biopeliculas presentan una alta resistencia a los antimicrobianos a

comparacion de las bacterias que se encuentran en estado planctonico. (10)
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La adhesion de los microorganismos a una superficie desencadena una
alteracion en la expresion de un gran numero de genes, lo que lleva a un
cambio del fenotipo bacteriano. El caracter de tales cambios inducido en la
superficie depende tanto de los microorganismos como de la naturaleza de la
superficie involucrada. Uno de los microorganismos mas estudiados es
Pseudomonas spp. Las primeras investigaciones, utilizando tecnologia de
genes informadores, demostraron que la unién a una superficie de vidrio
regulaba el aumento en la expresion del gen para la produccion de sustancias
adherentes en 15 minutos, lo que resultaba en células mas firmemente
adheridas; la adhesion va acompafiada de alteraciones cuantitativas de la
sintesis de proteinas, asi como, la sintesis de nuevas proteinas expresadas

Unicamente en células adherentes. (10)

Se han informado cambios similares asociados con la superficie en las
expresiones de genes y proteinas para las bacterias orales. Por ejemplo, la
exposicion de Streptococcus gordonii a la saliva da como resultado la
induccion de genes que codifican proteinas que se unen a las glicoproteinas
salivales. Por lo tanto, es posible que la adherencia de lugar a nuevos fenotipos
en las biopeliculas dentales. No obstante, las expresiones génicas alteradas y
la sintesis de proteinas, nuevos fenotipos, también podrian surgir debido a las
condiciones locales dentro de la biopelicula. Por ejemplo, para Streptococcus
mutans, se encontré que los genes asociados con la sintesis de polimeros
estructurales se expresan de manera diferente en la biopelicula madura en
comparacioén con la inicial. Los autores concluyeron que esto es un efecto del

pH ambiental y la cantidad de carbohidratos en la biopelicula. (10)

Por medio de pruebas protedmicas o matrices de ADN se ha demostrado que
la expresion de genes de las bacterias organizadas en biopeliculas difiere en
hasta un 20-70% de las mismas células bacterianas creciendo de forma

plancténica. (6)
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3.3 Crecimiento y desarrollo
Se podria pensar que la formacion de las biopeliculas en Endodoncia es muy
similar a la formacion de cualquier otra biopelicula encontrada en la naturaleza,
lo cual indicaria que su formacion estaria dada por la colonizacién de una
superficie solida por bacterias planctonicas flotando en una fase fluida que
bafia la superficie, sin embargo, para que la formacién de las biopeliculas en
el conducto radicular asemejara esa dindmica, el tejido pulpar tendria que
necrosarse y pasar por el proceso de licuefaccion antes de la colonizaciéon
bacteriana. Hay que tener en cuenta que la invasion bacteriana del conducto
es por bacterias presentes en lesiones cariosas que provocan la exposicion
del tejido pulpar; que puede estar vital; por lo que la dinamica de formacion es
diferente comparando en una biopelicula endoddncica a cualquier otra

biopelicula; esto respaldado por observaciones histobacteriologicas. (6)

La caries dental es una enfermedad causada por biopeliculas. A medida que
una lesion cariosa avanza hacia la pulpa, la biopelicula también lo hace.
Cuando se presenta una exposicion pulpar por lesidén cariosa avanzada, la
pulpa se expone principalmente a bacterias presentes en la biopelicula de
caries y a bacterias plancténicas que se encuentran en la saliva; lo que
ocasiona que la pulpa debajo de la lesiéon cariosa se inflame severamente, se
cause la necrosis que avanza para involucrar a la pulpa cameral y asi ir
progresando hacia dentro del tejido pulpar en direccion apical; finalmente la
pulpa apical se necrosa y se infecta. Es decir, la formacion de la biopelicula
ocurre gradualmente en el conducto a medida que el proceso infeccioso migra

en sentido apical. (Figura 20) (6)
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Figura 20. Seleccion de colonizadores de conductos radiculares de acuerdo con las
condiciones del habitat, que muestra bacterias orales invasoras, los factores de filtracién
ecolégicos y los colonizadores exitosos del conducto radicular. (13)

En la infeccibn avanzada del conducto radicular, la biopelicula entra en
contacto con los tejidos del huésped, los que se encuentran inflamados, el area
involucrada en el proceso de inflamacién contiene grandes cantidades de
exudado inflamatorio, rico en proteinas y glicoproteinas que sirven como

fuente Optima de nutrientes para el avance de las comunidades bacterianas.

(6)

En cortes histobacteriol6gicos, se observa que la biopelicula no soélo se
encuentra adherida a las paredes del conducto radicular si no que también
recubre el tejido inflamado en la primera linea de la infeccion. (Figura 21) En
conjunto con observaciones microscopicas, los estudios microbiolégicos de la
microbiota tanto de caries dental como de infecciones endoddncicas primarias,
parecen respaldar la teoria que explica que la formacion de la biopelicula en
las paredes del conducto radicular progresa hacia apical a medida que la

infeccidon progresa en la misma direccién. (6)
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Figura 21. Biopelicula en la primera linea de infeccién. (6)

Asi se explica por qué varias especies bacterianas presentes en lesiones
cariosas profundas también se han encontrado en la infeccion intrarradicular
primaria, se establece que las especies bacterianas participantes en el
proceso de inflamacion y necrosis son colonizadoras pioneras de la necrosis
del conducto radicular. Conforme avance el proceso infeccioso hacia el tercio
apical es probable que las bacterias que avanzan reciban “refuerzos” de las
especies recién llegadas provenientes de la saliva; una vez que la infeccion
alcanza la zona apical, que existe la posibilidad de que los colonizadores
tardios presentes en la fase fluida del conducto necrético puedan integrarse a
las biopeliculas siempre y cuando sean competentes y aporten ventajas

ecolégicas a la comunidad bacteriana. (6)

Con el tiempo, la biopelicula se convierte en una estructura organizada,
obtiene un estado de equilibrio y estabilidad, es decir, una comunidad climax.
(3) Este equilibrio permanecera estable a menos que existan cambios

ambientales drasticos que pongan en riesgo la estabilidad de la comunidad.

(6)
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El proceso de formacion de la biopelicula en el conducto radicular no es aun
muy conocido. (Figura 22) La teoria mas aceptada consta de cuatro fases y

fue descrita por Svensater y Bergenholtz. (11)

-Primera fase, se forma una pelicula adhesiva sobre la dentina, promovida por
el depdsito de proteinas y otros compuestos derivados de las bacterias en

suspension, del proceso de necrosis y/o inflamacion. (11)

-Segunda fase, sobre esa pelicula pegajosa, se fijan algunas bacterias
especificas con capacidad de adhesion, de todas las que estan en suspension.
(11)

-Tercera fase, la primera capa de bacterias y adherida, segrega mediadores
que, van fijando mas y mas bacterias, de la misma especie o de otras, y van
formando la matriz extracelular de polisacarido, que sirve de barrera defensiva.
(11)

-En la cuarta y ultima fase, la biopelicula madura y crea sistemas de defensa
mas complejos; también arroja bacterias al exterior que cronifican la respuesta
inflamatoria del huésped. Siqueira y Rocas mencionan que en esta etapa el
conjunto de la biopelicula puede consistir en 15% bacterias y 85% de matriz
de polisacéaridos, ademas de contar con mas de 300 capas de bacterias

superpuestas. (11)

41



Formation of conditioning film

Surface sensing and primary -
physical interaction cell-surface

Specific interaction with cellular
components — [rreversible adhesion o -

Co-adhesion A/m
«'\,...'.‘_f__‘

y.
< -
Nl >

¥

Figura 22. Etapas iniciales de formacion de una biopelicula. Descripcién esquematica de los
enfoques generales de la interaccion celular inicial de las células planctonicas con sustratos
recubiertos. (14)

3.4 Mecanismos de comunicacion interbacteriana

El sistema de comunicacion bacteriano se denomina quorum sensing; en el
gue por medio de moléculas de sefializacién quimica las bacterias se pueden
comunicar entre si. Este sistema permite a las bacterias monitorear el medio
ambiente en busca de otras bacterias y permite la alteracion de su
comportamiento en una escala poblacional, asi, la actividad de un quérum de
células puede incrementar la supervivencia exitosa de las bacterias. EI quorum
sensing esté relacionado con la formacion de las biopeliculas y permite hacer
frente a las tensiones ambientales. (Figura 23) (12)

Los procesos fundamentales en la formacién de biopeliculas engloban la unién
a una superficie, la proliferacion celular, adherencia a otras bacterias,
produccion de matriz extracelular, maduracion y la dispersion. Estudios
moleculares de la microbiota oral y especificamente de la placa dental,
muestran que la distribucion espacial de las especies dentro de las
biopeliculas y la distancia entre célulay célula son factores determinantes para
el proceso de comunicacion intermicrobiana. Las interacciones son muy

especificas entre las bacterias y al formar conjuntos ordenados de bacterias
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con interacciones moleculares especificas entre las especies, el resultado es
que las bacterias logran adaptarse de mejor manera a las condiciones

ambientales fluctuantes de la biopelicula. (13)

Las bacterias pueden comunicarse, cooperar y alterar su comportamiento en
respuesta a los cambios de su ambiente comunitario por procesos individuales
y sociales. Determinadas bacterias se comunican y coordinan su
comportamiento a través de una sintesis constitutiva de pequefias moléculas
de sefalizacion usando el quorum sensing. Cuando una poblacion de alta
densidad alcanza un cierto umbral (quorum), la concentracion de niveles
normalmente bajos de ciertas moléculas se vuelve lo suficientemente alto
como para actuar como auto inductores que tiene como resultado la respuesta
sincronizada en toda la poblacién de la biopelicula. La mayor expresion de
receptores especificos ayuda a mejorar la supervivencia que es de suma
importancia para lograr el proceso de colonizacion y virulencia. La union del
autoinductor a receptores afines inicia la transcripcion de genes implicados en

la regulacién de la densidad celular. (13)

El quorum sensing permite una regulacion coordinada de la expresion de
proteinas clave en las biopeliculas, que se involucran potencialmente en la
patogenicidad bacteriana. Los antimicrobianos que interrumpen el quorum
sensing parecen inhibir la virulencia de los patdgenos, pero no necesariamente
la letalidad. (13)
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Figura 23. Procesos individuales y sociales que ocurren dentro de la comunidad de las
biopeliculas. Los microorganismos dentro de una biopelicula mixta interactian a través del

guorum sensing y/o metabdlicamente. (13)

3.5 Resistencia a los antimicrobianos
El uso de antimicrobianos a largo plazo conduce al desarrollo de resistencia,
debido a la transferencia de genes de resistencia, de forma que el agente
antimicrobiano se vuelve ineficaz. (12) Las bacterias organizadas en
biopeliculas son mucho mas resistentes a antibidticos que las que se
encuentran en estado flotante, se considera gue en comparacion; se necesitan
entre cien y mil veces mayor concentracion de antibiético para lograr erradicar
a las bacterias de una biopelicula. (4) Las biopeliculas formadas por las
bacterias orales son mas resistentes a la clorhexidina, fluoruro de amino,

amoxicilina, doxicilina y metronidazol, que las bacterias planctonicas. (14)

Existen varios mecanismos que se relacionan con la resistencia de las

biopeliculas a los agentes antimicrobianos. (Figura 24) (4)

Uno de ellos es la estructura de la biopelicula, ya que la matriz de
exopolisacéaridos actia como una barrera, reteniendo enzimas extracelulares,
tales como las betalactamasas y por consiguiente hay una inactivaciéon de los
antibioticos. (12) El agente antimicrobiano puede inhibir bacterias que se

encuentren en la superficie de la biopelicula, sin embargo, no afectan
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significativamente a las bacterias situadas en las zonas mas profundas de la

biopelicula. (4)

Hay una alteracion en la tasa de crecimiento bacteriano de las biopeliculas;
aungue los antibidticos puedan penetrar libremente la matriz de la biopelicula,
las células aun se encuentran protegidas. (4) Debido al agotamiento de
nutrientes se ven forzadas a entrar en un estado de latencia y esto permite que
se protejan de ser eliminadas facilmente. (12) La aparicion de bacterias que
se mantienen en ayuno y pasan a fase estacionaria son un factor significativo
para la resistencia de las poblaciones a los antimicrobianos debido a que las
bacterias que se encuentran en una biopelicula establecida crecen de manera
lenta cuando hay una baja en la disponibilidad de nutrientes y, por
consiguiente, son menos susceptibles a los antimicrobianos a comparacion de
las células que se dividen con mayor rapidez. En su mayoria, los
antimicrobianos necesitan cierto grado de actividad celular para ejercer su
eficacia, siendo asi, que las bacterias en fase estacionaria podrian representar

un mecanismo general de resistencia a los antibiéticos. (4)

Otro mecanismo asociado a la resistencia antimicrobiana es la ubicacion
selectiva de los nichos de bacterias anaerobias en las zonas mas profundas
de las biopeliculas. Una subpoblacién denominada bacterias persistentes que
puede pertenecer a cualquier tipo bacteriano, se encuentran en un estado
fenotipico altamente resistente lo que les confiere resistencia a ser erradicados

por numerosos agentes antimicrobianos. (12)
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" * * (1) Impaired physical penetration of
antibiotics through the biofilm matrix

(2) Differentiation of cells that have a

Figura 24. Mecanismos de resistencia de la biopelicula bacteriana. (14)
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Capitulo 4. METODOS DE ESTUDIO DE LA BIOPELICULA EN
ENDODONCIA

La investigacion microbioldgica contemporanea ha permitido comprender que
las interacciones entre los microorganismos son complejas y juegan un papel
importante en la patogénesis ya sea por mecanismos Sinérgicos o
antagonicos. Esta comprension ha logrado conocer mejor los mecanismos
involucrados y a un cambio de naturaleza monomicrobiana a polimicrobiana,

el estudiar las biopeliculas del conducto radicular in vitro. (12)

El estudio de la biopelicula ha sido de relevancia clinica debido a su alta
resistencia a la exposicion de agentes antimicrobianos, y comprender el
estado fisiolégico de las bacterias con respecto a su nivel potencial de
actividad en los procesos de enfermedad. No obstante, la descripcion del
estado de los microorganismos es muy compleja en casos como las

infecciones crénicas como la periodontitis apical. (14)

Las propiedades funcionales de las biopeliculas estan relacionadas con su
estructura tridimensional. Es necesario comprender y estudiar su arquitectura,
para su observacién a escala celular, y en relacion con la matriz extracelular.
(12)

El estudio de las biopeliculas requiere el uso de técnicas que permitan la
observacion de reconstrucciones de las comunidades. Se han creado modelos
para recrear entornos de biopeliculas. De la misma forma, los estudios
metagendmicos han aumentado el conocimiento de la complejidad de las

relaciones microbianas dentro de la poblacién de las biopeliculas. (12)

Actualmente las biopeliculas se estudian de dos formas, una de ellas es por
los conglomerados de microorganismos como una sola unidad, y la otra
estudiando los efectos y relaciones entre una especie y otras. Debido a los
avances tecnoldgicos y de biologia computacional ahora es posible estudiar la
expresion génica y proteica de dichas comunidades, revelando asi el papel
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gue juega cada especie en una comunidad especifica. La identificacion de la
naturaleza exacta de una biopelicula intraconducto es un gran desafio, ya que
pocas técnicas son capaces de recrear tanto la matriz extracelular como los
microorganismos en esa biopelicula. Existen numerosas ventajas de usar un
modelo de biopelicula in vitro, que incluyen la facilidad de modificacion, control

de las variables, bajo costo y facilidad de replicacion. (12)

Existen una variedad de métodos microscopicos in situ, para identificar
subpoblaciones y analizar el estado fisiologico de las células bacterianas en
las biopeliculas. Algunos de estos métodos incluyen marcadores moleculares
que permiten el estudio de la integridad de la membrana celular, la actividad
metabdlica o la identificacibn de genes que codifican antes tensiones

ambientales. (14)

4.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica (ME) de transmision o de barrido (Figura 25)
permite observar a mayor aumento las muestras fijadas y deshidratadas vy,
combinando con detectores especificos, permite también el analisis de la
composicién elemental en regiones especificas de la muestra. (14) (El uso de
la microscopia electronica de barrido el uso de tintes fluorescentes, ya que
permite escanear ecosistemas microbianos para obtener informacién
cualitativa, asi como un analisis detallado de estructuras morfolégicas como la
superficie celular de una bacteria o la identificacion de dafio en la membrana
celular; también permite analizar las interacciones célula a célula mediante la
deteccidén de cambios estructurales en los ecosistemas: (12) provee resolucion
y ampliacion lo cual permite tener una vision a mayor detalle de la estructura
de la biopelicula y de su entorno. (14) La preparacion de la muestra para este
tipo de microscopia involucra condiciones de alto vacio que resultan en la
distorsién de la matriz polimérica extracelular lo cual puede tomarse como una
desventaja. Los métodos de bajo vacio, como la SEM ambiental, pueden ser

mas utiles en este sentido. (12)
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Figura 25. Microorganismos observados en biopelicula en las paredes de conductos

radiculares de dientes con infecciones endoddncicas primarias por medio de SEM. (13)

4.2 Microscopia de escaneo laser confocal

La microscopia de escaneo laser (LSM) (Figura 26) la década de 1980 causoé
un cambio de paradigma en la microscopia de luz (14); ya que permite la
investigacion no destructiva de los ecosistemas de la biopelicula y la
observacion de la disposicién espacial hidratada a nivel celular. (12) Esta
técnica es conocida como microscopia de barrido laser confocal (CLSM)
(Figura 27); actualmente es la herramienta de mayor importancia para la
obtencion de imagenes tridimensionales in situ de comunidades microbianas.
(14) El uso de marcadores fluorescentes permite apuntar células en particular

o inclusive a ciertos componentes de la matriz extracelular. (12)

Mediante el empleo de tinciones especificas es posible la diferenciacion de
bacterias vivas y muertas muchas veces demostrada por sefales
fluorescentes verdes o rojas. Sin embargo, esto puede ser controvertido ya
gue el procesamiento de una muestra puede provocar la muerte bacteriana, y
por lo tanto, determinar de forma errénea sobre la eficacia de un enfoque de
tratamiento. A pesar de esto, la técnica permite tener una idea clara de la

efectividad de las soluciones y técnicas para la disrupcion de la biopelicula
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utilizando una reconstruccion tridimensional de la biomasa para estudiar la
arquitectura de la biopelicula. Las limitaciones de la técnica son las mismas
que las de la microscopia Optica, incluyendo el hecho de que no se puede
visualizar la ultraestructura celular, lo que requiere imagenes de mayor

resolucion. (12)

Figura 26. Técnica de LSM y SEM. Las imagenes superiores muestran una reconstruccion
3D de la estructura de biopelicula y el uso de un marcador fluorescente de viabilidad celular.
Las imagenes de abajo muestran la estructura de una biopelicula en el 4pice de un diente.
(14)

Figura 27. Reconstruccién de microscopia de barrido laser confocal tridimensional de
biopelicula de E faecalis (x60). (13)
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4.3 Hibridacion in situ de fluorescencia de rRNA (FISH)

Técnica que se usa en combinacién con microscopia de barrido laser confocal;
es una de las herramientas mas poderosas de la microbiologia moderna
debido a que permite la visualizacion de subpoblaciones especificas de células
mientras que mantiene sin alteraciones la estructura 3D de la biopelicula;
permite la deteccion y enumeracion especifica de subpoblaciones de
biopeliculas in situ en su entorno natural sin necesidad de cultivo. (Figura 28)
(14)

En Endodoncia FISH se ha utilizado para visualizar e identificar bacterias de
lesiones periapicales de dientes asintomaticos con tratamiento de conductos
previo. Ademas, los modelos de biopeliculas que utilizan microscopia confocal
laser-FISH pueden ser de gran ventaja para investigar la distribucion de
especies en biopeliculas multiespecies. (14)

Atto 488 5" -TAG CCG TCC CTT TCT GGT -3' Streptococcus (STR40S)
Atto 565 ] 5" -YCA CCG CTA CAC ATG RAG TTC CAC T-3'  Lactobacillus & Enterococcus (LAC722)

5'-GCT ACC GTC AAC CCA CCC -3 Acti (JF201)

Atto 425 © 5" -CCC TCT GAT GGG TAG GTT -3 Enterococcus (EFS129)

Figura 28. Identificacién de bacterias por hibridacién in situ de fluorescencia. Sonda
fluorescente 16s rRNA usada para la identificacién de 4 bacterias del conducto radicular en

cultivo de biopelicula multiespecie. (13)
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4.4 Marcadores de viabilidad celular

Se define como viabilidad de las bacterias a la capacidad de las células para
realizar todas las funciones celulares necesarias para sobrevivir en
determinadas condiciones. El método con el que comunmente se evalla la
viabilidad bacteriana es el crecimiento en placas, donde el nimero de células
viables se aproxima al niumero de unidades formadoras de colonias. En las
infecciones del conducto radicular, las técnicas de cultivo han sido el método
estandar para evaluar dicha viabilidad bacteriana. Una vez que las bacterias
vivas de los conductos radiculares se aislaron después del crecimiento en un
sustrato especifico, las propiedades metabodlicas de estos aislados
bacterianos se utilizan para inferir las funciones potenciales de estos y otros

microorganismos relacionados en un contexto clinico. (14)

Sin embargo, en determinadas circunstancias, dicho método puede
subestimar el nimero de bacterias viables debido a varios motivos, como en
los casos en los que estan presentes microorganismos levemente dafiados,
cuando los medios de cultivo de laboratorio empleados son deficientes en uno
o0 mas de los nutrientes requeridos para el crecimiento de alguna bacteria de
la muestra, o cuando hay células viables que han perdido la capacidad
formadora de colonias. Igualmente, las bacterias existentes en una biopelicula
pueden asumir un estado de baja actividad metabdlica similar al crecimiento
planctonico en fase estacionaria. Las bacterias en estados activos tan bajos
pueden ser indetectables mediante las técnicas de cultivo regulares. El
alcance de este problema se refleja en el uso indiscriminado de términos que
se utilizan para evaluar estados no viables tales como muerto, moribundo,
hambriento, inactivo, viable pero no cultivable, lesionado, dafado
subletalmente, inhibido y resucitable. Muchos de estos términos se utilizan
conceptualmente y no reflejan un conocimiento real del estado de viabilidad

exacto del organismo en cuestion. (14)
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Actualmente hay una serie de indicadores de viabilidad celular que se pueden
evaluar a nivel de una sola célula sin cultivar; estos indicadores se basan
principalmente en moléculas fluorescentes, que pueden detectarse con
microscopia de epifluorescencia o microscopia de barrido laser. Un

ejemplo es el kit LIVE/DEAD (Figura 29) que prueba la integridad de la
membrana celular mediante la aplicacion de dos colorantes de acidos
nucleicos; puede detectar células muertas/lesionadas (color rojo) e intactas
(color verde). Esta sonda fluorescente se ha utilizado para evaluar la viabilidad
de cepas de conductos radiculares ex vivo y también para la determinar la
autoagregacion y la coagregacion de bacterias aisladas de dientes con
infecciones endodoncicas agudas. Existen sondas fluorescentes alternativas
que se dirigen a funciones celulares muy especificas tales como la respiracion

bacteriana para probar la viabilidad bacteriana. (14)

Figura 29. Imagen de microscopia de fluorescencia de colonias bacterianas tefiidas con
colorante fluorescente LIVE/DEAD. (13)

4.5 Modelos in vivo para pruebas de biopelicula

Para mejor comprension de la patogenia de las enfermedades polibacterianas
humanas, como las infecciones orales; incluyendo la periodontitis apical, se
hace necesario el uso de modelos experimentales que imiten de cerca las
caracteristicas in vivo de la enfermedad. Sin embargo, el modelado de

infecciones polibacterianas presenta una serie de desafios especificos como:
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el establecimiento de una infeccibn mixta, o controlar los efectos de la

microbiota nativa. (14)

Las infecciones orales, incluida la periodontitis y las infecciones de tipo
endodoncico, se han modelado en la cavidad oral de ratas tratadas con
antibioticos o en infecciones de heridas en la piel de ratones. Aunque el modelo
es una representacion mas cercana de la enfermedad, el modelo de la
infeccion de la herida es més facil de administrar y monitorear, también es mas
facil excluir otras bacterias. No obstante, los modelos han sido de utilidad para
revelar algunas interacciones que influyen en las enfermedades bucodentales.
(14)

Los avances de los modelos in vivo permitiran en un futuro observar con mayor
detalle los eventos de las infecciones humanas y probablemente ayuden a
mejorar la comprension de las infecciones crénicas y cerrar la brecha existente

entre el laboratorio y la clinica. (14)
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Capitulo 5. TIPOS DE INFECCIONES ENDODONCICAS SEGUN
SU LOCALIZACION ANATOMICA

5.1 Infeccion intrarradicular
La infeccion intrarradicular se debe a microorganismos que colonizan el

sistema de conductos radiculares y se puede subdividir de la siguiente forma:
Infeccion intrarradicular primaria.

Se trata de una infeccion del tejido pulpar en condicidbn de necrosis, se
presenta en dientes que no han recibido tratamiento de conductos radiculares
y es la causante de la periodontitis apical primaria. (Figura 30) Los
microorganismos que participan en esta infeccion pueden estar implicados en
las primeras fases de la invasion a la pulpa. que termina en inflamacién y
necrosis del tejido, o pueden haber sido los Ultimos microorganismos en llegar,
que utilizan las condiciones ambientales del conducto radicular a su favor

después del establecimiento de la necrosis pulpar. (4)

Figura 30. Infeccidn intrarradicular primaria. (4)

Este tipo de infeccidn se caracteriza por la presencia de una comunidad
variada en la que predomina la presencia de bacterias de tipo anaerobias.

Diversos estudios han demostrado que en promedio hay de 10 a 20 especies
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por conducto radicular infectado y que los dientes con tractos sinusales

asociados pueden mostrar una diversidad de especies superior. (4)

El tamafio de las lesiones por periodontitis apical es directamente proporcional
al nimero de especies bacterianas que se encuentren en el conducto
radicular. Un estudio molecular permitié observar que el nimero de taxones
por conducto radicular est4 intimamente relacionado a la proporcion del
tamafio de la lesion, por lo cual se establecié que en lesiones pequefas que
miden no mas de 5 mm pueden contener alrededor de 12 taxones; lesiones
gue miden entre 5y menos de 10 mm puede incluir 16 taxones y las lesiones
mas grandes que miden mas de 10 mm pueden albergar mas de 40 especies,
por lo que se concluye que a mayor tamafio de la lesiébn, mayor variedad y

densidad bacteriana. (4)

En las infecciones intrarradiculares se han detectado tanto bacterias Gram
negativas como Gram positivas, las primeras pueden encontrarse de los
géneros Fusobacterium, Dialister, Porphyromonas, Prevotella, Tannerella,
Pyramidobacter, Treponema, Campylobacter y Veillonella; mientras Gram
positivas como, como Parvimonas, Filifactor, Pseudoramibacter,
Streptococcus, Propionibacterium, Olsenella, Actinomyces,

Peptostreptococcus y Eubacterium. (4)

A continuacién, se mencionan las principales especies bacterianas

considerados como patégenos endoddncicos:
Bacterias negras pigmentadas.

Son Gram negativas, anaerobias; se reclasificaron en dos nuevos géneros, las
especies conocidas como sacaroliticas se convirtieron en el género Prevotella
y las especies asacaroliticas se nombraron como Porphyromonas. Las
especies que comunmente se encuentran en las infecciones endoddncicas
primarias son P. intermedia, P. nigrescens, P. tannerae, Prevotella

multissacharivorax, Prevotella baroniae, y Prevotella denticola; de las especies
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Porphyromonas spp, Unicamente P. endodontalis and P. gingivalis han sido
encontradas frecuentemente en las infecciones endodéncicas y se deduce que
tienen gran importancia en la etiologia de las diferentes formas de lesiones por

periodontitis apical, incluyendo también a los abscesos apicales agudos. (15)
Tanerella forsythia.

Es un patdgeno periodontal, detectado por primera vez en la infeccion
endododncica mediante PCR; diversos estudios han confirmado a esta especie
como miembro comun de la microbiota que se asocia a los diferentes tipos de

infecciones endoddncicas, también incluidos los abscesos. (15)
Dialister.

Grupo bacteriano que se considera como anaerobias obligadas vy
asacaroliticas; con morfologia de cocobacilo, se ha encontrado
consistentemente en las infecciones endodoncicas; después de la introduccion
de técnicas de biologia molecular, las especies mayormente encontradas en
las infecciones endodoéncicas tanto sintomaticas como asintométicas son

Dialister pneumosintes y Dialister invisus. (15)
Fusobacterium.

Especies frecuentes de la microbiota endoddncica en las infecciones primarias
incluyendo los casos de absceso; la mas representativa es Fusobacterium
nucleatum. Debido a los enfoques de tipificacibn microbiana se han
encontrado diversos tipos clonales de Fusobacterium nucleatum que han sido
aislados de conductos radiculares infectados. De igual forma se ha encontrado
a Fusobacterium periodonticum en casos de abscesos agudos de origen

endodoncico. (15)
Espiroquetas.

Son bacterias Gram negativas de forma en espiral, con alta capacidad de

movimiento, tienen flagelos periplasmicos que se originan en los polos
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opuestos de la célula y por lo general son lo suficientemente largos para
superponerse cerca de la mitad del cuerpo celular. Todas las espiroquetas
orales entran en el género de Treponema, las cuales se asocian con muchas
enfermedades de la cavidad oral. Mediante los métodos de biologia molecular
se ha confirmado que estan presentes en las infecciones primarias y las mas
prevalentes en las infecciones de origen endoddncico son Treponema
denticola y Treponema socranskii, mientras que las de prevalencia moderada
son Treponema parvum, Treponema maltophilum y Treponema

lecithinolyticum. (15)

Se sabe que hay especies bacterianas que aun no se han cultivado y por lo
tanto no han sido identificadas. Se considera que alrededor del 40-66% de la
microbiota endoddncica que se encuentra en las infecciones primarias esta

conformada por especies que aun no se han cultivado. (4)
Infeccion intrarradicular secundaria y persistente.

Las infecciones intrarradiculares secundarias son causadas por
microorganismos que no estaban presentes antes de la intervencion del
profesional (tratamiento de conductos) y son causadas por invasores
secundarios, que encuentran acceso al conducto radicular durante el
tratamiento, entre cita y cita, o bien, después de la obturacién del sistema de
conductos radiculares. (5)

El descuido en la asepsia empleada durante los procedimientos es la causa
principal por la que pueden entrar estos microorganismos durante el
tratamiento de conductos. Esta contaminacion se puede dar por factores
como: residuos de biopelicula dental, calculo o caries en la corona del diente
a tratar, filtraciones en el aislamiento absoluto, contaminacion en la parte
activa de los instrumentos endodoncicos y/o contaminacion de las soluciones

irrigantes u otras sustancias de aplicacion intraconducto. (5)
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Las vias por las que se puede dar entrada a los microorganismos entre cita y
cita son: filtracion a través del material de curaciéon temporal por rupturas,
fracturas o desalojo; fractura de la estructura dental o cuando se deja abierto
el diente para drenaje de exudado. (5)

Los microorganismos también pueden ingresar al conducto radicular después
de su obturacidn, las causas para que esto suceda, son: filtracion a través de
la restauracion temporal o definitiva, fractura o pérdida de la misma, fractura
de estructura dental, exposicion del material de obturacion del conducto a
caries recurrente y/o restauracion definitiva del diente mucho tiempo después

de terminado el tratamiento de conductos. (5)

Sea cual sea la via de entrada de los microorganismos al conducto; estos se
adaptan, sobreviven y se desarrollan; es asi como ocurre la infeccion
secundaria; ya que la aparicion de la infeccion se da secundaria a la

intervencién endoddncica. (5)

En la infeccion secundaria pueden existir microorganismos orales y no orales;
dependiendo de su procedencia. Si los microorganismos provienen de la saliva
por filtraciones al conducto seran los habitantes de la microbiota oral; si en
cambio, los microorganismos provienen de lugares como piel o intestino, las

bacterias encontradas seran de tipo no oral. (5)

Existen microorganismos que con su presencia se sugiere que se trata de una
infeccion secundaria debido a que no son encontrados normalmente en las
infecciones primarias; algunos de ellos son Pseudomonas aeruginosa,
diversas especies de Staphylococcus, Escherichia coli, especies de Candida

y Enterococcus faecalis. (5)

Las infecciones secundarias se pueden volver persistentes (Figura 31) y
ocasionar el fracaso del tratamiento de conductos. Una infeccion intrarradicular
persistente ocurre cuando los microorganismos involucrados en la infeccién

primaria o0 secundaria de alguna manera consiguen resistir a los
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procedimientos intraconducto, el uso de antimicrobianos y soportan periodos

de privacion de nutrientes en los conductos tratados. (5)

Figura 31. Infeccién intrarradicular persistente/secundaria. (5)

5.2 Infeccion extrarradicular
Las lesiones por periodontitis apical se forman en respuesta a la infeccién
intrarradicular, y representan una barrera eficiente para evitar que la infeccién
se propague al hueso alveolar y otros sitios del cuerpo. En muchos casos, las
lesiones inflamatorias por periodontitis apical logran impedir el paso de los
microorganismos a los tejidos periapicales, sin embargo, existen situaciones
en las que los microorganismos logran traspasar esta barrera y de esta forma

se establece la infeccion extrarradicular. (15)

La infeccidn extrarradicular se establece por dos condiciones; la primeray mas
comun es por un absceso apical agudo, que se caracteriza por inflamacion con
exudado purulento en los tejidos periapicales; debido a salida masiva de
bacterias virulentas a provenientes del conducto radicular y a través del
foramen apical. La segunda, se caracteriza por ausencia de sintomas
evidentes y se presenta por establecimiento de microorganismos en los tejidos

periapicales; ya sea por adherencia de biopeliculas a la superficie externa
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apical o por la formacion de colonias principalmente de Actinomyces dentro

del cuerpo de la lesion inflamatoria. (15)

La presencia de microorganismos extrarradiculares es una de las posibles
etiologias de la persistencia de lesiones por periodontitis apical a posterior al

tratamiento de conductos. (15)

La infeccion extrarradicular puede ser dependiente o independiente de la
infeccion intrarradicular; por ejemplo, el absceso apical agudo, depende de la
infeccion intrarradicular; asi, cuando dicha infeccion se controla por medio del
tratamiento de conductos o la extraccion dental, la infeccion extrarradicular
remanente serd controlada por las defensas del huésped y suele desaparece.
También hay casos en los que las bacterias que participaron en el desarrollo
del absceso apical agudo persisten en los tejidos periapicales, de modo que,
aunque se resuelva la fase aguda; se establece una infeccién extrarradicular
persistente que se asocia a inflamacion periapical crénica; lo que constituye
una infeccion extrarradicular que ya es independiente de la infeccion

intrarradicular. (15)

61



Capitulo 6. PERIODONTITIS APICAL

6.1 Periodontitis Apical Sintomatica (Aguda)
Proceso inflamatorio del ligamento periodontal que se caracteriza por ser
doloroso, multifactorial, comin en dientes previamente tratados
endoddncicamente o en vias de concluir el tratamiento. La sintomatologia es
provocada por bacterias y necrosis pulpar, o bien, asociarse a traumatismos.
(16) (18)

Etiologia

Es causada por microorganismos que se encuentran en el conducto radicular
o lo invaden desde la porcién apical hasta los tejidos periapicales. Un estudio
realizado por Moller et. al. donde produjeron necrosis aséptica en 78 dientes
de monos; en el que 26 camaras pulpares se mantuvieron libres de bacterias
y 52 se infectaron. Los conductos radiculares que en un inicio se mantuvieron
libres de bacterias permanecieron estériles hasta la realizacion de las
muestras finales, con ello se concluye que el tejido necrético no infectado no
induce reacciones inflamatorias en los tejidos periapicales. Mientras que, en
los dientes con camaras pulpar infectada hubo reaccion inflamatoria en los
tejidos periapicales clinicamente (12/52 dientes) y radiograficamente (47/52
dientes). (16)

La inflamacion del periodonto puede darse por trauma accidental, lesion
durante la instrumentacion o irritacion por las sustancias y materiales utilizados
en el tratamiento endoddncico, causando respuesta intensa y de corta
duracion. El tratamiento de conductos especialmente realizado en dos citas;
puede reducir la microbiota bacteriana por la accién de las sustancias

irrigadoras y la mediacion intraconducto. (16)
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Sintomas

Incluye dolor espontaneo de moderado a severo, a la masticacion y a la
percusion. Si la patologia est4 asociada a pulpitis hay respuesta positiva a
pruebas de vitalidad pulpar, si es por necrosis estas pruebas son negativas. Al
aplicar presién o percutir causa dolor intenso. Radiograficamente no hay
lesion, también puede haber ensanchamiento del espacio del ligamento

periodontal. (17)

La respuesta a las pruebas de sensibilidad pulpar depende del factor que esté
provocando la inflamacion periodontal. La respuesta a pruebas de sensibilidad
periodontal es positiva por liberacion de mediadores quimicos de la

inflamacion y su interaccién con las fibras sensitivas en la zona periapical. (16)

Al examen radiografico se puede observar aumento del espacio del ligamento

periodontal, en el area periapical. (16)
Tratamiento

Realizar ajuste oclusal cuando hay evidencia de hiperoclusién, eliminar los

irritantes o la patologia pulpar. (17)

6.2 Periodontitis Apical Asintomatica (Cronica)
Es la inflamacién y destruccion del tejido periapical ocasionada por patologia

pulpar previa, sin resolucién. (18)
Etiologia

La principal causa es la necrosis pulpar provocada por bacterias; antes del
tratamiento endodoncico o después del mismo por evolucion desfavorable con
persistencia bacteriana. Se caracteriza por un tiempo de evolucion largo,
reabsorcion 6sea periapical observada radiograficamente; en ocasiones

reabsorcion radicular. (Figura 32) (16)
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Figura 32. Lesion por periodontitis apical asintomatica. Periodontitis apical (unam.mx)

Sintomas

Suele ser asintomatica; aunque puede presentar sensibilidad a la percusién
horizontal y sensacién de palpitaciones en el area debido a necrosis pulpar.
(16)

Se asocia a respuesta negativa a pruebas de sensibilidad pulpar A las
pruebas de sensibilidad periodontal puede dar respuesta positiva.
Radiograficamente se observa una lesion radioltcida que puede ser difusa o

bien delimitada en el area periapical. (16)
Tratamiento

Si existe necrosis pulpar se realiza necropulpectomia con abundante irrigacion
con NaOCl y mediacioén intraconducto con hidroxido de calcio. Si se presenta
en dientes tratados previamente se realiza retratamiento de conductos no
quirargico; y llevar control clinico y radiogréfico de la lesion periapical; si la
lesion no repara el tratamiento a seqguir sera cirugia periapical. (16)

6.3 Periodontitis apical como enfermedad asociada a las biopeliculas.
Se han propuesto 6 criterios para determinar si una enfermedad infecciosa
puede ser clasificada como enfermedad causada por comunidades de
biopelicula; son los siguientes:
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Las bacterias que estén causando la infeccion estén adheridas o
asociadas a una superficie.

Al examen directo del tejido infectado debe haber bacterias que formen
grupos o micro colonias embebidas en una matriz extracelular.

Por lo general la infeccion se limita a un sitio en especifico y puede
haber diseminacion, pero esto se considera un evento secundario.

La infeccion que causa la enfermedad debe ser dificil o imposible de
erradicar con el uso de antibiéticos, a pesar de que los microorganismos
asociados puedan ser susceptibles a morir en estado plancténico.
Eliminacion ineficaz por las células del huésped. Esto se observa
cuando hay colonias microbianas en areas rodeadas de células de
defensa. Tales células pueden ser acumulos de neutréfilos
polimorfonucleares y macréfagos, la ubicacion de estas células cerca
de los agregados/coagregados bacterianos reafirma que se trata de una
enfermedad inducida por biopelicula.

La eliminacion o una disrupcion drastica de la biopelicula, su estructura

y ecologia, conduce a la remision del proceso de enfermedad. (3)

En un estudio realizado por Siquiera y Ricucci donde analizaron la prevalencia

de las biopeliculas en la zona apical de dientes con periodontitis apical y

postratamiento, 4 de los 6 criterios anteriores fueron cumplidos:

Con respecto al criterio 1, las bacterias fueron observadas adheridas o
al menos asociadas a la superficie de dentina del conducto radicular.
El criterio 2 se corrobora ya que las colonias bacterianas se observaron
en su mayoria como especimenes encapsulados en una matriz
extracelular amorfa.

El criterio 3 fue confirmado debido a que la biopelicula endoddncica se
encontré frecuentemente confinada en el sistema de conductos

radiculares, s6lo en algunos casos se encontré en extension hacia la

65



superficie radicular externa, pero nunca se diseminaban a través de la
lesion.

e El criterio 5 se cumple porque en la mayoria de los casos la biopelicula
se enfrentd directamente a las células inflamatorias, principalmente a
neutrofilos polimorfonucleares, acumulados en la parte mas apical del
sistema de conductos radiculares, incluyendo el conducto principal,
ramificaciones apicales e istmos. (3)

El criterio 4 no fue evaluado en el estudio, pero se sabe, respaldado en toda
la literatura, que las infecciones de tipo endodoéncico no pueden ser tratadas
efectivamente con antibioticoterapia, incluso aunque la mayoria de las
bacterias endodoncicas sean susceptibles a los antibidticos en su estado
planctonico. La falta de eficacia de los antibioticos se debe principalmente a
que los patdgenos bacterianos no son alcanzados por el farmaco porque se

encuentran en un espacio necrotico avascular. (3)

Con respecto al criterio 6, no se ha demostrado los efectos directos especificos
del tratamiento sobre la biopelicula, pero en estudios de cultivo se ha
demostrado que se logra un mejor resultado del tratamiento cuando la carga
bacteriana en el conducto radicular se reduce a niveles que son indetectables
por el método de cultivo. Dado que la biopelicula es la forma principal de
organizacion microbiana de las infecciones endoddncicas, se infiere que la
biopelicula se elimina o altera significativamente cuando los cultivos arrojan
resultados negativos. De igual forma, la presencia de biopelicula en dientes

tratados previamente con tratamientos de conductos refuerza el criterio 6. (3)

El estudio mencionado anteriormente fue publicado en 2010 y también
evaluaron la prevalencia y la asociacién de la biopelicula y la periodontitis
apical basado en hallazgos histopatologicos. En este estudio evaluaron la
presencia de biopelicula en conductos radiculares con y sin tratamiento de

conductos de dientes con periodontitis apical. Asimismo, investigaron la
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asociacion de la biopelicula con las condiciones clinicas, el tamafo

radiografico y el tipo histopatoldgico de la periodontitis apical. (19)

Los resultados generales del estudio fueron que se encontraron bacterias en
todas las muestras, excepto en una. En general se encontraron biopeliculas
intrarradiculares en el segmento apical del 77% de los conductos. (Figura 33)
Se observaron también biopeliculas cubriendo las paredes de ramificaciones
e istmos. (Figura 34) Se visualizaron biopeliculas bacterianas en 62% y 82%
de los conductos radiculares de los dientes con lesiones radiograficas
pequefias y grandes respectivamente. Todos los conductos con lesiones muy

grandes albergaban biopeliculas intrarradiculares. (19)

Se asocid la biopelicula con lesiones epitelizadas (quistes, granulomas o
abscesos epitelizados). La prevalencia global de biopeliculas en quistes fue
del 95%, abscesos 83% y granulomas 69.5%. No se encontré relacion con
biopeliculas y sintomas clinicos o presencia de tracto sinuoso. Ademas, solo

en 6% de los casos se observaron biopeliculas extrarradiculares. (19)

De acuerdo con los hallazgos de este estudio, se concluyé que los hallazgos
generales para la inclusion de la periodontitis apical en el grupo de
enfermedades inducidas por biopeliculas son consistentes. La estructura
morfologica de la biopelicula fue variable de un caso a otro y no se identificd
un patréon anico para las infecciones endodoéncicas. Por ello es mas probable
que las biopeliculas se presenten en asociacién con procesos patoldgicos

prolongados, incluyendo lesiones grandes y quistes. (19)
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Figura 33. A) Segundo premolar mandibular extraido después de severos episodios de dolor,
la lesién por periodontitis apical permanecié adherida a la punta de la raiz a la extraccién. Se
observa reabsorcion del apice y se observan dos masas bacterianas. B) A mayor

magnificacion se observa que esas masas bacterianas son estructuras de biopelicula. (19)

Figura 34. Conductos mesiales de un molar mandibular, los cuales se encuentran unidos por

un amplio istmo obstruido por bacterias. (19)
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CAPITULO 7. REMOCION DE LA BIOPELICULA ENDODONCICA
DURANTE EL TRATAMIENTO DE CONDUCTOS

Elementos fundamentales para el éxito en el tratamiento endodoncico

Las bacterias presentes en conductos necroéticos crecen principalmente en
forma de biopeliculas sésiles y su remocion esta directamente relacionada con
el éxito del tratamiento de conductos. Existen diversos elementos necesarios
para el control de las infecciones endoddncicas, entre ellos estan las defensas
del huésped, la instrumentacion e irrigacion del conducto radicular, el uso de
medicamentos intraconducto entre cita y cita, la obturacion del conducto y la

restauracion definitiva. (20)

La preparacién quimico-mecéanica del conducto radicular, se considera una
pieza clave en el tratamiento de conductos debido a que ayuda al
desprendimiento de la biopelicula adherida a la superficie del conducto, asi
como a la remocion de las capas de dentina que se encuentren infectadas. Sin
embargo, existen dificultades al realizar dicha instrumentacion, una de ellas
son las complejidades anatdmicas que representan restricciones fisicas al
momento de realizar el trabajo mecanico; lo que representa un desafio para

lograr la adecuada desinfeccién. (20)

El sistema de conducto radiculares es muy complejo en su anatomia; existen
conductos accesorios, laterales, ramificaciones apicales, etcétera, que
contribuyen a dicha complejidad. (Figura 35) Asimismo, el lumen del conducto
radicular principal en muchas ocasiones se encuentra comunicado con el
lumen de otro conducto radicular; por medio de istmos. (21) A pesar de la
existencia de sistemas rotatorios de Niquel Titanio, con propiedades como
super elasticidad y control de memoria; los instrumentos Unicamente actuan
en el centro del conducto; de manera que dichas complejidades que

representan de un 30-50% de la pared del conducto radicular permanecen sin
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instrumentar una vez realizado el tratamiento de conductos; de igual forma
estas areas pueden albergar debris y microrganismos que impiden la
adaptacion del material de obturacion; lo que resulta en inflamacion periapical

persistente. (20)
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Figura 35. Complejidades anatémicas de incisivos mandibulares. The Root Canal Anatomy

Project: Search results for lateral canal

La preparacion debe ir acompafiada del empleo de soluciones irrigantes con
fuerte efecto antibacteriano. (Figura 36 y 37) No obstante, los irrigantes
también se enfrentan a la eliminacion de biopeliculas; que representan una
dificultad mas para la desinfeccion ideal. Diversos estudios en los que se
revisan las interacciones entre agentes endodoncicos de desinfeccion con la
dentina y otros componentes presentes en conductos radiculares necroticos,
muestran  que; la efectividad antimicrobiana de muchos de los agentes
desinfectantes puede verse disminuida o eliminada en ciertas circunstancias;
es probable que la inactivacion de los medicamentos en el ambiente quimico
del conducto radicular necrético sea una de las razones de la falta completa
de erradicacion de microorganismos; lo que pone de relevancia que los
microorganismos resistentes pueden sobrevivir en las paredes del conducto

radicular aun después del tratamiento quimico-mecanico. (20)
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Figura 36. Sistema de conductos radiculares complejos cuya geometria en general
permanece inalterada por la instrumentacién mecanica y que impide el desbridamiento de la
mayor parte de la superficie de la pared del conducto sin la ayuda de medios de irrigacion
quimica. (13)

Los conductos accesorios se ramifican del conducto radicular principal con
diametros desde un méaximo de 100 um hasta el minimo comun de 10 pm.
Dichos orificios crean una barrera de tension superficial, que dificulta la mezcla
adecuada de los irrigantes con el liquido que se encuentra dentro del conducto;
la misma situacion se presenta en el conducto radicular a nivel apical. La poca
penetracion del irrigante, una baja concentracion, corto tiempo de exposicion,
pequefio volumen global y el poco intercambio de irrigantes en la zona apical;
son factores que dificultan la desinfeccibn del sistema de conductos

radiculares. (20)

Figura 37. A) Sistema de conductos radiculares complejo no preparado. B) Sistema de
conducto radicular instrumentado que revela superficies no instrumentadas. C) El area verde
representa zonas no instrumentadas que requieren desbridamiento con irrigante quimico.
(13)
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Efectos de la instrumentacion en la biopelicula endoddncica

Se ha evaluado el efecto de la instrumentacion mecanica en el tratamiento de
conductos para observar los cambios en la microbiota del conducto radicular;
si se utiliza Unicamente agua o solucion salina como irrigante durante la
instrumentacion; los estudios muestran que se lograron cultivos negativos en
promedio en el 25% de los casos; mientras que, cuando la instrumentacion se
complementé con el uso de hipoclorito de sodio como irrigante, los cultivos
negativos inmediatamente después al desbridamiento aumentaron a un
promedio de 75%. (13)

La mayoria de los estudios informan reversiones de cultivos durante el periodo
entre cita y cita cuando no se utiliza un medicamento intraconducto que se
mantenga activo en ese lapso. Las reversiones se deben al nuevo crecimiento
bacteriano ya sea residual o por recontaminacion debido a filtraciones en la

curacion colocada en la cavidad de acceso. (13)

Los estudios clasicos de Bystrom y Sundqvist en 1981, 1983 y 1985, mostraron
que el efecto de varios procedimientos de tratamiento del conducto radicular
sobre la microbiota tanto de forma cualitativa como cuantitativa. Probaron el
efecto de la preparacibn mecéanica, la irrigacion con solucién salina o
hipoclorito de sodio (0.5, 5.0 5.0% con EDTA), la adicion de activacion
ultrasénica a la irrigacion y la medicacion intraconducto con hidroxido de
calcio; observando que con cada adicibn a la preparacion quimica del
conducto radicular se mejoré el efecto antibacteriano, reduciendo alin mas las
bacterias residuales. Determinaron que la accién antibacteriana reduce la
cantidad de bacterias de un rango inicial de 10> -108 células a 10?2 -103menos
células después del desbridamiento inicial, reduciendo aun mas las células no
recuperables (de la parte preparada del sistema de conductos radiculares)
después de colocar un medicamento intraconducto entre citas. Se destaco que
la infeccion fue mas dificil de controlar cuanto mayor era la diversidad de la

infeccidn inicial, ya que se encontraban mas especies y en nimero mayor. Sin
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embargo, la eficacia del hidroxido de calcio se ha vuelto controvertida por el

surgimiento de nuevos estudios donde muestran una eficacia limitada. (13)

No se ha demostrado que la accion antibacteriana colectiva durante el
tratamiento de conductos provoque la persistencia de ninguna especie en
particular. Datos acerca del tratamiento de conductos secundario mostraron
que ciertas especies fueron méas prevalentes después de los procedimientos
biomecanicos que otras, lo que sugiere que pueden ser mas resistentes a los
protocolos de tratamiento Las especies persistentes incluyen a Enterococcus
faecalis, especies de Streptococcus, Staphylococcus, Lactobacillus,
Propionibacterium, Actinomyces, levaduras y otras bacterias Gram positivas.
(13)

La mayoria de los estudios longitudinales de la microbiota del conducto
radicular no muestran la resistencia de especies particulares; pero otros
estudios sugieren que las bacterias Gram positivas se encuentran con
frecuencia alta en los cultivos posteriores al tratamiento. En otros
experimentos realizados por Moller en 2004 con modelos de monos, se
descubrié que las bacterias facultativas eran mas resistentes al tratamiento
quimico- mecénico que las especies anaerobias de una infeccion de 4 cepas
(Streptococcus milleri, Peptostreptococcus anaerobius, Prevotella oralis,
Fusobacterium nucleatum). Mientras que la tasa de supervivencia de una

infeccion de 5 cepas que incluia Enterococcus faecalis fue aiin mayor. (13)
Efecto de diversas soluciones irrigantes en la biopelicula endodoncica

7.1 Irrigantes proteoliticos

Hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio (NaOCI) es considerado el desinfectante de mayor
potencia en la practica endodoéncica debido a la capacidad de disolver tejidos
tanto vitales como necroticos, asi como su actividad antimicrobiana. (12) Se

emplea en concentraciones entre 0.5% y 6% Yy es el Unico irrigante de uso en
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Endodoncia que puede disolver tejido organico, incluyendo la parte organica

del barrillo dentinario, y debe utilizarse durante toda la instrumentacion. (20)

Se ha demostrado que cualquier concentracion de NaOCI es efectiva; ya que,
todas garantizan actividad antibacteriana. Diversos estudios han demostrado
que la actividad antimicrobiana no depende de la concentracion, pero la
disolucién de tejidos y la alteracion biopeliculas si lo son. El uso del NaOCl se
recomienda seguido del uso de un agente descalcificador, segun Ozdemir et
al. el uso combinado de EDTA al 17% y NaOCI al 2.5% han demostrado una

reduccion significativa de la cantidad de biopelicula intraconducto. (12)

Se mencionan varias formas en las que la efectividad del hipoclorito de sodio
se puede incrementar; como calentar la solucion, el uso de métodos de
activacion soénica o ultrasonica, aumentar el volumen del irrigante y bajar el pH
de este. No es muy claro el punto de usar el hipoclorito de sodio tibio, debido
a gue la temperatura extrema se amortigua de forma rpida dentro del
conducto radicular, pero puede ser de ayuda la administracion continua de
NaOCI mediante el uso de dispositivos de presion negativa. De igual forma, el
uso de activacion ultrasonica eleva la temperatura del hipoclorito de sodio. De
acuerdo con la literatura se ha demostrado que el NaOCI es capaz de romper
en su totalidad a las biopeliculas que se encuentran dentro del conducto
radicular. No obstante, Rosen et. al. informaron de un hallazgo de interés en
el cual mencionan que el NaOCI induce a las bacterias de las biopeliculas a
un estado viable pero no cultivable lo cual implicaria la posibilidad de

persistencia bacteriana. (12)

Existen ciertos factores que se han estudiado acerca de los irrigantes mas
comunes y que tienen relacion con las propiedades fisicoquimicas de la
dentina, y a su vez, tiene relaciéon con la adherencia bacteriana posterior al
tratamiento de conductos. Un ejemplo de ello es la desmineralizacion que han
reportado ciertos estudios que ocurre posterior a la aplicacion de EDTA al 17%

durante 5 minutos, esta desmineralizacion de la dentina expone al colageno y
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se forma un sustrato ideal para la union de muchas especies bacterianas,
incluyendo a E. faecalis, esta podria ser la posible razén por la cual existe una
adherencia de E. faecalis a la dentina radicular de dientes tratados con EDTA.
Cuando el NaOCI es utilizado como irrigante final, se elimina el colageno
expuesto y en consecuencia se reduce el numero de bacterias adheridas;
mientras que la irrigacidon con NaOCI y el uso posterior de clorhexidina ha
demostrado reducir significativamente la adherencia de E. faecalis, el
subproducto de esta interaccion se vuelve un factor a considerar. (21)

7.2 Antisépticos
El digluconato de clorhexidina se usa en la desinfeccion en varias areas de la
Odontologia (20), especialmente en Periodoncia por su amplio espectro
antimicrobiano como un colutorio, coadyuvante en el control de la placa
dentobacteriana y como irrigante en la terapia periodontal (12); en Endodoncia
se ha utilizado como solucién irrigante y como medicamento intraconducto.
(20) Su toxicidad es baja si se compara con hipoclorito de sodio (12), no
obstante, la clorhexidina no disuelve tejidos organicos por lo que no puede

sustituir al hipoclorito de sodio como irrigante. (20)

La clorhexidina actia penetrando la pared celular microbiana o la membrana
externa y ataca el citoplasma bacteriano o la membrana interna. Cuando se
utiliza en altas concentraciones es capaz de provocar la coagulacién de los
componentes intracelulares (20), la concentracion que se recomienda cuando
se utiliza como irrigante de conductos radiculares es al 2% (Figura 38). (12) La
caracteristica mas importante de la clorhexidina es su sustantividad, que es el
efecto antimicrobiano continuo, esto gracias a que se une a tejido duro. A pesar
de ello, la actividad de la clorhexidina depende del pH y se reduce mucho con
la presencia de materia organica. Diversos estudios han observado que la
clorhexidina mata bacterias de la biopelicula, pero no es capaz de alterar su

estructura, y su empleo favorece la permanencia de desechos organicos que
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pueden tener un efecto negativo en la calidad del sellado permanente de la

obturacion radicular. (20)
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Figura 38. Clorhexidina al 2%. CONSEPSIS - Vamasa

7.3 Agentes desmineralizantes
El &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Figura 39) es un quelante que se
usa como coadyuvante en el tratamiento de conductos, es eficaz en la
remocién de tejido inorganico del barrillo dentinario. No tiene efecto
antimicrobiano; pero su uso en combinacion con NaOCI durante la terapia
endoddncica es una combinacion ventajosa para la remocion de tejido
organico e inorganico, y con ello logra la disrupcién de las biopeliculas
bacterianas. Estudios muestran que dicha combinacion ha logrado eliminar E.

faecalis observado en la biopelicula intraconducto. (12)

Figura 39. Acido etilendiaminotetraacético (EDTA). MD-Cleanser > DENTAL | META
BIOMED (meta-biomed.com)
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Otro agente desmineralizante es el &cido maleico, que también ha demostrado
su efectividad contra E. faecalis a una concentracion de 0.88% durante 30
segundos. Su efecto es alteracion de la permeabilidad de la membrana celular
debido a disminucion del pH interno de la célula microbiana. Pero dicha accién
no ha sido comprobada en contra de biopeliculas intraorales multiespecies.
(12)

El &cido peracético al 2.25% se ha recomendado como irrigante final posterior
al NaOCI utilizado durante toda la instrumentacion. Este acido ha mostrado
mayor efectividad que la clorhexidina en contra de biopeliculas mono especies
de E. faecalis; ademas se considera como un irrigante con propiedades de

desmineralizacion y fuerte efecto antimicrobiano. (12)

7.4 Combinacion de soluciones irrigantes
MTAD

BioPure MTAD es una mezcla de doxiciclina al 3% &cido citrico al 4.25% vy
Tween 80 al 0.5%. (Figura 40) (12) Su efectividad ha sido demostrada en la
remocién de barrillo dentinario (20) en inhibicion del crecimiento bacteriano en
biopeliculas de 3 semanas de antigtiedad. Sin embargo, algunos estudios han
concluido que el MTAD no tiene un buen efecto antibacteriano en contra de E.
faecalis. (12) Duvanant et. al. reportaron que NaOCI al 1% maté seis veces
mas E. faecalis en biopeliculas (99.78%) que MTAD (16.08%). (20)

Figura 40. BioPure MTAD. BioPure MTAD Antibacterial Root Canal Cleanser

(dentsplysirona.com)
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QMIX

Es una mezcla de EDTA, clorhexidina y un detergente, tiene pH ligeramente
superior al neutro; el agente tensioactivo disminuye la tensién superficial de
las soluciones aumentado su humectabilidad, lo que favorece mayor
penetracion del irrigante en el conducto radicular. (Figura 41) (20) Es tan eficaz
como NaOCI y superior a clorhexidina en contra de E. faecalis y bacterias de

placa mixta tanto en estados plancténicos como en biopeliculas. (12)
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Figura 41. QMiX. QMix 2in1 Irrigating Solution (dentsplysirona.com)

7.5 Nanopatrticulas
Las nanoparticulas son particulas microscépicas con una o mas dimensiones
en un rango de 1-100 nm. Se ha descubierto que estas nanoparticulas poseen
un amplio espectro de actividad antimicrobiana y que existe un menor riesgo
de producir resistencia antimicrobiana con su uso en comparacioén con los
antibioticos. Se ha demostrado el efecto bactericida de las suspensiones de
oxido de magnesio (MgO) y oxido de calcio (CaO) sobre bacterias Gram
positivas y Gram negativas, mientras que el 6xido de zinc (ZnO) ha
demostrado un efecto bacteriostatico y su actividad antibacteriana es mayor

en contra de bacterias Gram positivas que en las Gram negativas. (21)
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Los polvos antibacterianos de MgO, CaO y ZnO generan especies activas de
oxigeno, como el peroxido de hidréogeno y un super 6xido anion radical, los
cuales son responsables de su efecto antibacteriano. Las nanopatrticulas, con
un area de superficie alta, densidad de carga y mayor grado de interaccion con
las células, mostraron niveles mayores de actividad antibacteriana. La
interaccion electrostatica entre nanoparticulas cargadas positivamente y
células bacterianas cargadas negativamente, y la acumulacién de una gran
cantidad de nanoparticulas en la membrana celular bacteriana, se han
asociado con el aumento de la permeabilidad de la membrana y la pérdida

rapida de la funcion de esta. (21)

Los iones de metales pesados inducen diferentes efectos sobre las funciones
de las células bacterianas. Los iones de cobre inducen estrés oxidativo y
afectan el ciclo redox lo que ocasiona dafios en la membrana celular y el ADN,
los iones de zinc, por encima del nivel umbral esencial, inhiben las enzimas
bacterianas y la actividad metabdlica, los iones de plata inactivan proteinas e
inhiben la capacidad de replicacion del ADN. Las nanoparticulas sintetizadas
a partir de polvo de plata, 6xido de cobre y 6xido de zinc se utilizan actualmente

por su actividad antimicrobiana. (21)

El efecto de tamafio cuantico de las nanoparticulas catidnicas les permite
exhibir una interaccidén superior con las bacterias y el sustrato de la dentina.
Cuando se permite que las nanoparticulas catidnicas en una suspension
acuosa se asienten sobre la superficie de la dentina (con carga negativa), las
nanoparticulas se adhieren a la superficie a través de una interacciéon
electrostatica. A pesar de se trata de una interaccidon débil y se interrumpe de
forma facil, puede impedir la recolonizacion bacteriana y la formacion de

biopeliculas. (21)

Todos los estudios que se han realizado han mostrado que la mayoria de las
nanoparticulas poseen altas propiedades antibacterianas en comparacion con

sus equivalentes en polvo. La alta reactividad resultante de la dimension
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nanometrica y su capacidad para resistir el envejecimiento durante mas tiempo
son algunas de sus ventajas. La mayoria de las particulas antibacterianas
cationicas han mostrado una buena interaccién con biomateriales, bacterias y
biopeliculas. En la terapia endodoncica, la aplicacion se puede dar en
suspension o en combinacion con selladores. Aun se siguen estudiando los
procedimientos de administracion de estas particulas en el sistema de
conductos radiculares. La aplicacion exitosa de nanoparticulas en Endodoncia
dependera tanto de la efectividad de las nanoparticulas tanto como del método
de administracion para dispersar dichas particulas en las complejidades

anatomicas del sistema de conductos radiculares. (21)

7.6 Medicacién intraconducto
Se recomienda el uso de medicacion intraconducto para erradicar los
microorganismos que sobreviven a la instrumentacion y la irrigacion. Para ello
se han utilizado varias sustancias, la mas utilizada es el hidroxido de calcio,
también se han utilizado compuestos fendlicos y pastas que combinan

antibioticos con o sin corticoesteroides. (20)

Como medicacion intraconducto entre citas es preferible utilizar una sustancia
gue no se reemplace facilmente con liquido tisular, que pueda permanecer
fisicamente intacta durante semanas o meses. El hidréxido de calcio (Figura
42) utilizado en una suspensidn acuosa tiene varias caracteristicas que se
requieren para utilizar como medicamento intraconducto: Posee un pH de 12.5
y se disocia en iones de calcio e hidroxido en solucién acuosa, los cuales
aportan efectos antimicrobianos y capacidad de disolucién de tejidos, tiene
baja solubilidad y puede ser utilizado durante largo tiempo; su funcion esencial

es limitar el crecimiento de nuevas bacterias. (20)

La accién antimicrobiana del hidroxido de calcio depende de su contacto
directo con las bacterias, se ha demostrado eficacia en biopelicula de E.
faecalis de 2 dias de maduracion en modelo de filtro de membrana. Sin

embargo, por su baja solubilidad se vuelve ineficaz en contra de los
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microorganismos que se encuentran alojados en restos pulpares, grietas del
conducto y tubulos dentinarios. Distel et. al. utilizaron microscopia electrénica
de barrido y microscopia laser confocal de barrido y reportaron que a pesar de
la medicacion intraconducto con hidroxido de calcio, E. faecalis formd
biopeliculas en los conductos radiculares. Se sabe que tanto los Enterococos
como las levaduras mantienen un ambiente con pH alcalino por lo que son

capaces de sobrevivir en conductos radiculares con hidréxido de calcio. (20)
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Figura 42. Ultracal. Pasta de hidroxido de calcio en solucién acuosa. UltraCal™ XS-30%—

35% Calcium Hydroxide Paste (ultradent.com)

La diferencia en los hallazgos puede diferir por diversas variables; por ello los
resultados han variado desde encontrar conductos radiculares libres de
bacterias cultivables después de la aplicacién de hidroxido de calcio durante
una semana O en contraste, otros estudios donde se pueden recuperar

microorganismos de un numero considerable de conductos medicados. (20)

Las infecciones endoddncicas son polimicrobianas, ningin medicamento es
eficaz contra todas las bacterias Cuando se realiza la combinacion de dos
medicamentos pueden producirse efectos aditivos o sinérgico. Un ejemplo es
el uso de hidréxido de calcio con CMCP su combinacion brinda mayor espectro
antibacteriano, mayor radio de accion antibacteriana, y elimina las bacterias
de forma mas rapida que las mezclas de hidréxido de calcio con vehiculos
inertes.(20)

7.7 Mecanismos de activacion del irrigante
La irrigacion es fundamental durante el tratamiento endodoncico,

complementa la instrumentacién auxiliando en la remocion de materiales
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organicos e inorganicos a través de su accibn mecanica y quimica. Su
efectividad depende de la técnica empleada, de la habilidad de poner en
contacto la solucion irrigante con las diferentes estructuras presentes dentro

de los conductos. (22)
Irrigacion sonica
Es una forma de mejorar la limpieza general del conducto. Los dispositivos

sbénicos generalmente oscilan de 20 000 Hz. (14)

Los principales sistemas disponibles para producir agitacion soénica son el
sistema Endoactivator (Figura 43) con puntas de polimero adheridas de la
marca Dentsply. Las puntas agitan la solucién irrigadora colocada en el
conducto radicular y acceden a la abertura a traves de la irrigacion con aguja.
(14)

-4

Figura 43. Endoactivator. Endoactivator EndoActivator | Dentsply Sirona

Irrigacion ultrasonica
Irrigacion Ultrasonica Pasiva

La vibracién ultrasénica en conjunto con la irrigacion genera un movimiento
continuo en el liquido; esta directamente asociada con la efectividad de la

limpieza de las zonas inaccesibles a los instrumentos. (22)
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La irrigacion ultrasénica pasiva (Figura 44) es la transmision de energia
acustica a través de la oscilacion de la lima hacia la solucién irrigante; descrita

inicialmente por Weller y cols. en 1980. (22)
Se da por dos mecanismos:

1. Cavitacion: Es la formacién de burbujas submicroscopicas debido a la
ruptura del medio liquido causada por la presion alternada de las ondas
sonoras. Estas burbujas implosionan, o que da como resultado ondas de
choque capaces de penetrar en pequefias superficies e irregularidades a lo

largo de toda la extension del conducto. (22)

2. Flujo acustico: Movimiento rapido de un liquido alrededor de un objeto en
vibracion. El patron de nédulos y antinddulos a lo largo de la lima en vibracion
produce una corriente liquida direccionada hacia la porcidon cervical del
conducto. El flujo rapido y su gran intensidad de vibracién permiten el aumento

de la capacidad de limpieza. (Figura 45) (22)

La agitacion ultrasénica causa desaglomeracién de la biopelicula bacteriana,
resuspende asi a las bacterias en forma planctonica, para que sean mas
susceptibles a los irrigantes antimicrobianos; ademas, la cavitacion provoca
debilitamiento temporal de la membrana celular, lo que aumenta la

permeabilidad de las células bacterianas a los irrigantes microbianos. (12)

Figura 44. Irrigacion ultrasénica pasiva. (22)
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Figura 45. A) Transmision acustica generada alrededor de una lima en movimiento libre. B)

Dentro de un espacio de un conducto radicular simulado. (14)

7.8 Desinfeccion activada por laser

La activacion de los irrigantes mediante el uso de laseres (Figura 46) es
relativamente nueva en Endodoncia. Los trabajos previos se han enfocado en
la limpieza y modelado del conducto la desinfeccion y la eliminacién de la capa
de barrillo dentinario. Pero han surgido problemas por dafio a la dentina de la
pared del conducto radicular, sobrecalentamiento de la raiz y el periodonto,
acceso alrededor de las curvaturas del conducto y el tamafio de la punta laser.
(14)

Los laseres que tienen una longitud de onda que interactia con moléculas de
agua se han utlizado para producir cavitacion en liquidos. Cuando la
irradiacion laser pulsa, el efecto de cavitacién produce una onda de choque

gue puede mover la solucion irrigadora dentro del conducto. (12)

Una marca de laser Erbium: YAG (Er:YAG) propone su uso en combinacién
con una punta especial para lograr el llamado flujo fotoacustico inducido por
fotones (PIPS) sobre el irrigante en el conducto. Se ha investigado este
dispositivo para la eliminacion de residuos y de barrillo dentinario del sistema

de conductos radiculares y los resultados parecen positivos. (12)
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Hay pocos estudios que han evaluado la activacion con el empleo de laser
sobre irrigantes utilizando un modelo de biopelicula; uno de ellos examino la
limpieza de la dentina infectada con biopelicula en un conducto radicular
bovino comparandola con la activacion sonica o ultrasénica y la irrigacion con
aguja. Los autores mostraron resultados favorables para PIPS en comparacion

con otros métodos de activacion del irrigante. (12)

Neelakantan et al. demostraron que los laseres de diodo y Er:YAG fueron méas
efectivos que la activacion ultrasonica o el método de irrigacién con jeringa
para eliminar E. faecalis. No obstante, este estudio no mostré diferencias
significativas entre Er:-YAG vy el laser de diodo cuando se utiliz6 NaOCI
mezclado con &cido etidronico.(12)
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Figura 46. Irrigacién activada por laser. (14)
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Capitulo 8. LA BIOPELICULA Y SU RELACION CON LA
PERSISTENCIA DE LA ENFERMEDAD ENDODONCICA.

8.1 Factores que afectan el resultado del tratamiento de conductos

El resultado exitoso del tratamiento de conductos se basa en la ausencia de
signos de infeccion e inflamacién, como dolor, sensibilidad del diente a la
percusion, sensibilidad a la palpacion de tejidos blandos, ausencia de
inflamacion o tracto sinuoso y la evidencia radiogréfica de cicatrizacion de la
lesion periapical con regeneracion del espacio del ligamento periodontal

completamente normal. (13)

La ausencia de signos y sintomas de enfermedad periapical, pero la
persistencia de radiolucidez periapical observada radiograficamente, puede
indicar cicatrizacion por reparacion fibrosa o inflamacion cronica persistente.
Unicamente el tiempo y la presencia de una exacerbacion aguda podran
comprobar si se trata de inflamacidén persistente, o, por el contrario, de

reparacion fibrosa. (13)

En una revision sistematica y un metanalisis (Ng et. al 2007, 2008) de los
factores que afectan el resultado del tratamiento de conductos radiculares,
reveld que la tasa media de éxito fue del 83% cuando se realizo pulpectomia
vital ya que no habia infeccidn establecida; el éxito se redujo a 72% cuando el
tratamiento de conductos tenia como objetivo erradicar una infeccion

establecida asociada con una lesion periapical. (13)

Los factores individuales que tuvieron mayor impacto en el resultado del

tratamiento de conductos fueron:

e Presencia y tamafio de la lesion periapical preoperatoria.
e Extension apical del tratamiento del conducto radicular (instrumentacion
y obturacion radicular) en relacion con el apice radiografico.

e Resultado de la prueba de cultivo antes de la obturacion.
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e (Calidad del tratamiento de conductos juzgado por la apariencia
radiografica de la obturacion radicular.

e Calidad de la restauracion coronal final. (13)

Los factores que tuvieron un minimo efecto en el resultado del tratamiento

fueron:

e Edad del paciente.

e Género del paciente.

e Salud general del paciente.

e Tipo de técnica de tratamiento (material y técnica de preparacion,
irrigacion y obturacion) asi como en el control en la determinacion de
longitud de trabajo. (13)

Las mejoras en las técnicas de preparacion mecdanica y quimica del sistema
de conductos radiculares no han resultado en aumento en las tasas de éxito
durante el ultimo siglo. Es importante mencionar que todos los factores que
tienen una fuerte influencia en el resultado del tratamiento pueden estar
asociados de alguna manera con la infeccién del conducto radicular, Por lo
tanto, se pueden obtener mejoras adicionales en los resultados del tratamiento
del conducto radicular al comprender la naturaleza de la infeccion
(especialmente en la compleja anatomia apical) y la forma en que el

tratamiento altera la microbiota. (13)

De acuerdo con la literatura existen seis factores biol6gicos que contribuyen a
la persistencia de la radiolucidez periapical después del tratamiento de

conductos: (23)

1. Infeccion intrarradicular persistente en la zona apical del sistema de

conductos radiculares.
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Figura 47. Micrografia electronica de barrido de células bacterianas que colonizan la pared

del conducto radicular. (24)

2. Infeccion extrarradicular.

3. Extrusion del material de obturacién o de otros materiales exégenos que

causen reaccion a cuerpo extrafo.

Figura 48. Micrografia electronica de barrido de un cono de gutapercha extruido en un diente
sobreobturado. Se observan los vacios entre el cono y las paredes del conducto radicular.
(24)

4. Acumulacion de cristales de colesterol enddgenos que irritan los tejidos

periapicales.
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Figura 49. Cristales de colesterol en un quiste periapical. Los cristales pueden acumularse

en una lesidn periapical y posiblemente mantener el proceso inflamatorio. (24)

5. Lesion por quiste verdadero.

Figura 50. Estructura de un quiste verdadero apical. A) Fotomicrografia de una seccion axial
que pasa por el foramen apical (AF). La mitad inferior de la lesion y el epitelio (EP) se
magnifican en B) y C). Se observa la luz quistica (LU) con hendiduras de colesterol (CC)

completamente encerradas en epitelio (EP), sin comunicacién con el conducto radicular. (23)

6. Cicatrizacion del tejido periapical. (23)
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8.2 Infecciones persistentes o secundarias y fracaso del tratamiento de
conductos

A pesar de que se ha atribuido a las infecciones extrarradiculares o a los
factores no microbianos el fracaso del tratamiento endodoncico; realmente la
cusa principal son las infecciones intrarradiculares persistentes o secundarias.
Esto esta sustentado en la literatura debido a que se ha demostrado que hay
un aumento de riesgo de evolucion adversa del tratamiento de conductos
cuando hay bacterias en el momento de la obturacién. Asimismo, la mayoria
de los dientes tratados cuyo conducto muestra indicios de lesiones

persistentes de periodontitis apical alberga una infeccion intrarradicular. (4)

Con base en esto, los trabajos de investigacion analizan las bacterias que
quedan en los conductos radiculares en la fase de obturacion con el fin de
conocer que especies podrian influir en el resultado del tratamiento. (4)

Por otro lado, mediante el estudio de la microbiota de los conductos radiculares
de dientes ya tratados que muestran periodontitis apical, se busca demostrar
la asociacién de las especies con el fracaso del tratamiento, debido a que el
género 0 especie de los microorganismos detectados podrian estar

involucrados en la etiologia de la enfermedad después del tratamiento. (4)
Microbiota de los dientes endoddéncicamente tratados

La microbiota del conducto radicular en dientes previamente tratados con
periodontitis apical presenta menor diversidad en comparacion con las
infecciones primarias. Los conductos aparentemente bien tratados albergan
entre una y cinco especies, en cambio, cuando un tratamiento no esta bien
realizado puede incrementar entre 10 0 20 especies presentes en los
conductos. El numero de células bacterianas en dientes tratados con

enfermedad postratamiento puede variar entre 10%a 107 por conducto. (4)

Se ha demostrado que Enterococcus faecalis es la especie mas frecuente en

el conducto radicular en los dientes tratados con enfermedad postratamiento.
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El conducto radicular de un diente con previo tratamiento de conductos tiene
nueve veces mas probabilidades de contener Enterococcus faecalis que
dientes con infeccion primaria, esto indica que esta especie se podria inhibir
por otros miembros de un consorcio bacteriano mixto que se encuentra
comunmente en las infecciones primarias que su supervivencia no seria
impedida por las condiciones ambientales dentro de un conducto radicular
obturado. De forma que, Enterococcus faecalis puede causar infecciones
secundarias que después se tornan persistentes. (4)

Para que un microorganismo sobreviva en los dientes con previo tratamiento
de conductos, debe ser resistente a los procedimientos de desinfeccion dentro
del conducto y adaptarse a las condiciones ambientales. La capacidad de
Enterococcus faecalis de penetrar en los tubulos dentinarios, hasta zonas muy
profundas, le permitiria escapar de la accion de la instrumentacion e irrigacion
durante la realizacion del tratamiento de conductos. Asimismo, su capacidad
para la formacion de biopeliculas en los conductos radiculares puede ser un
factor clave para su resistencia y persistencia posterior a los tratamientos

antimicrobianos intraconducto. (4)

Enterococcus faecalis es resistente también al hidroxido de calcio. Esta
capacidad de resistencia a los valores altos de pH parece estar relacionada
con una bomba de protones. A diferencia de la mayoria de los posibles
patégenos endodoncicos que encontramos comunmente en las infecciones
primarias Enterococcus faecalis puede colonizar conductos radiculares en las
infecciones y su independencia relativa le permite vivir sin tener que obtener
nutrientes de otras bacterias; o que es importante para que se establezca en

los conductos tratados. (4)

Se ha demostrado que Enterococcus faecalis tiene la capacidad de sobrevivir
en entornos de escasez de nutrientes y después vuelve a proliferar cuando se
restablece la fuente de nutrientes. También posee la capacidad de recuperarse
de un estado prolongado de ayuno en los conductos radiculares obturados, lo
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que indica que las células viables de esta especie que quedan sepultadas en
el momento de la obturacion del conducto pueden crear un nido de

supervivencia a largo plazo que dara lugar a la infeccion en el futuro. (4)

Otras bacterias que se pueden encontrar en los dientes con previo tratamiento
de conductos con periodontitis apical son Streptococos y algunas especies
bacterianas anaerobias estrictas como P. alactolyticus, Propionibacterium
spp., Filifactor alocis, Dialister pneumosintes, Dialister invisus, Tanerella

forsythia, P. micra, Prevotella intermedia y Treponema denticola (Figura 51)

(4)

Enterococcus faecalis
Pseudoramibacter alactolyticus
Propionibacterium propionicum

Filifactor alocis

Dialister pneumosintes
Bacteridetes clon X083
Streplococcus spp.
Tannerella forsythia
Dialister invisus
Campylobacter rectus
Porphyromonas gingivalis
Treponema denticola
Pyramidobacter piscolons
Fusobacterium nucleatum
Prevotella intermedia
Candida albicans
Campylobacter gracilis
Porphyromonas endodontalis
Actinomyces radicidentis
Olsenella uli

Parvimonas micra

Figura 51. Prevalencia de microorganismos detectados en el conducto radicular en dientes
tratados con enfermedad postratamiento. Estudios realizados con métodos de reaccion en

cadena de polimerasa especifica de los taxones. (4)

Los perfiles de la comunidad bacteriana detectada en los casos con
tratamiento de conductos previo varian en cada caso, lo que reafirma que las
distintas combinaciones de bacterias pueden participar en el fracaso del
tratamiento. Todos los resultados apoyan la idea de que la microbiota del
conducto radicular en los dientes tratados con periodontitis apical es una
entidad mas compleja de lo que se pensaba antes del avance de los estudios

microbiolégicos. (4)
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Los hongos aparecen ocasionalmente en las infecciones primarias, pero se
han detectado especies de Candida en el conducto radicular. Los hongos
logran acceder a los conductos radiculares por contaminacion durante la
realizacion del tratamiento de conductos (infeccion secundaria), o pueden
crecer en exceso después de procedimientos antimicrobianos intraconducto
deficientes que provocan un desequilibrio en la microbiota endodoncica
primaria. Candida albicans es la especie detectada con mayor frecuencia en
el conducto radicular en los dientes tratados. (4)

8.3 Tratamiento del fracaso endoddncico

So6lo uno de los factores biolégicos de la persistencia de la enfermedad
endododncica puede controlarse mediante un nuevo tratamiento de conductos
y es la infeccion intrarradicular. Aunque el conocimiento de la causa del
fracaso de la terapia endoddncica facilitaria la eleccion de una terapia
adecuada, en la actualidad tales diagnésticos generalmente sélo se pueden
hacer después de la cirugia. Suponiendo que la infeccion es la causa mas
comun de fracaso, vale la pena realizar un retratamiento de conductos en los

dientes fallidos antes de optar por una cirugia. (24)

Las medidas adecuadas para el control y la prevencion de la infeccién son
esenciales para incrementar el éxito del tratamiento, incluyendo la asepsia
estricta, la preparacibn quimico-mecanica completa con irrigantes
antimicrobianos, la medicacion intraconducto, la obturacion adecuada del
sistema de conductos radiculares y un sellado coronal adecuado. La
restauracion coronal permanente debe colocarse lo méas rapido posible,

idealmente en la primera semana después del tratamiento. (24)

Se debe retratar un conducto radicular cuando el tratamiento previo no cumple

con los estandares técnicos aceptados. (24)

La cirugia periapical esta indicada en los siguientes casos:
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El tratamiento o el retratamiento es imposible (Instrumentos fracturados,

salientes, bloqueos, material de obturacién imposible de retirar, etc).

Fracaso del tratamiento, cuando el prondstico del tratamiento no quirargico es

desfavorable.

Casos donde necesita la toma de biopsia. (24)
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CONCLUSIONES

-La biopelicula es la forma mas comun de organizacion bacteriana en las

infecciones endoddncicas y debido a su estructura altamente organizada no

es posible eliminarla completamente del sistema de conductos radiculares.

-La irrigacion durante el tratamiento de conductos es fundamental para mejorar
la desinfeccion; por medio de la accién y activacion de los irrigantes se logra

una mejor limpieza del sistema de conductos radiculares.

-No es posible eliminar por completo las bacterias presentes en las infecciones
endoddncicas, especificamente hablando de biopeliculas; ya que sus
mecanismos de resistencia dificultan su remocion del conducto radicular. Sin
embargo, si se logra alterar la estructura de la biopelicula, mediante irrigacion
copiosa activada por algun sistema durante el tratamiento, y si se realiza una
restauracion definitiva adecuada donde no existan filtraciones, el tratamiento

de conductos tendra un mejor pronostico de éxito a largo plazo.

-Es importante mantener una técnica aséptica en la realizacion de la terapia

endoddncica para evitar exacerbar las infecciones del conducto radicular.

-Conocer la microbiologia de las infecciones endodoncicas permite
comprender los diversos aspectos clinicos a los que se enfrenta la practica
endodoncica. Hoy en dia se cuentan con valiosos métodos para el estudio
microbioldgico y existe una basta literatura cientifica con respecto al tema de
las infecciones endoddncicas. A pesar de ello se continGan realizando

investigaciones y aun hay muchas interrogantes por responder.

-La investigacion y los avances tecnoldgicos que han ocurrido con el paso del
tiempo en el area de Endodoncia han permitido mejorar la calidad de los
tratamientos y dia a dia continua en avance. Se esperan avances importantes
especialmente en el tema de irrigacion gracias al estudio de las

nanoparticulas.
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GLOSARIO

Factores de virulencia: Productos microbianos, componentes estructurales o

estrategias que contribuyen a la patogenicidad.

Infeccion: Invasion y proliferacion de microorganismo en un lugar donde no
se espera que estén presentes; la infeccidbn no necesariamente resulta en una

enfermedad.

Infeccion enddgena: Infeccibn causada por miembros de la microbiota

humana normal.

Infeccion exdgena: Infeccion causada por microorganismos no

pertenecientes a la microbiota normal, pero son introducidos en el huésped.

Patogénesis: Serie de eventos que conducen al desarrollo de una

enfermedad.
Patogenicidad: Habilidad de un microorganismo de causar enfermedad.
Patégeno: Un microorganismo que causa una enfermedad.

Patégeno oportunista: Microorganismo que causa enfermedad Unicamente

cuando las defensas del huésped estan deterioradas.

Patégeno primario: Microorganismo que a menudo causa enfermedad dentro

de un huésped dado.

Virulencia: Medida cuantitativa de la patogenicidad de un microorganismo. (5)

96



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Madigan MT, Martinko JM, Parker J. Brock Biologia de los
Microorganismos. 102 ed. Espafia: PEARSON EDUCACION; 2004. 1096 p.
2. Lamont RJ, Hajishengallis GN, Jenkinson HF. Microbiologia e
inmunologia oral. 12 edicion en espafiol ed. México: Manual Moderno; 2015.
3. Ricucci D, Siqueira Jr JF. Endodontology: An integrated biological and
clinical view. London: Quintessence Publishing; 2013.

4. Hargreaves KM, Berman LH. Cohen Vias de la Pulpa. 112 ed. Madrid:
Elsevier; 2016.

5. Siqueira JF. Treatment of endodontic infections. Germany:
Quintessence Publishing; 2011. 403 p.
6. Siqueira JR JF, Rocas IN, Ricucci D. Biofilms in endodontic infection.
Endodontic Topics. 2012;22(1):33-49.
7. Siqueira JF, Rob6cas IN. Present status and future directions:

Microbiology of endodontic infections. Int Endod J. 2021.

8. Brief history of biofilm Montana State University: Center for Biofilm
Engineering; 2020 [

9. Nageswar Rao R. Endodoncia Avanzada. 12 ed: AMOLCA; 2011. 366
p.

10. Svensater G, Bergenholtz G. Biofilms in endodontic infections.
Endodontic Topics. 2004;9(1):27-36.

11. Zambrano de la Pefia S, Salcedo-Moncada D, Petkova-Gueorguieva M,
Ventocilla Huasupoma M. Biofilm en Endodoncia: una revision. Odontologia
Sanmarquina. 2016;19:45-9.

12. Neelakantan P, Romero M, Vera J, Daood U, Khan AU, Yan A, et al.
Biofilms in Endodontics-Current Status and Future Directions. Int J Mol Sci.
2017;18(8).

13. Chavez de Paz LE, Sedgley C, Kishen A. The Root Canal Biofilm. Berlin:
Springer; 2015. 366 p.

97



14.  Basrani B. Endodontic Irrigation Chemical Disinfection of the Root Canal
System. Switzerland: Springer; 2015. 316 p.

15. Ingle JI, Bakland LK, Baumgartner JC. Ingle's Endodontics 6. 6" ed.
Hamilton, Ontario: BC Decker; 2008. 1555 p.

16. Garcia Aranda RL, Brisefio Marroquin B. Endodoncia | Fundamentos y
clinica. México: LIBRUNAM; 2015. 317 p.

17. Torabinejad M, Walton RE, Fouad AF. Endodontics Principles and
Practice. 5" ed. China: Elsevier Saunders; 2015.

18. Marroquin Pefaloza T, Garcia Guerrero C. Guia de diagnadstico clinico
para patologia pulpares y periapicales. Versién adaptada y actualizada del
Consensus Conference Recommended Diagnostic Terminology. Revista
Facultad de Odontologia Universidad de Antioquia. 2015;26(2):398-424.

19. Ricucci D, Siqueira JF. Biofilms and apical periodontitis: study of
prevalence and association with clinical and histopathologic findings. J Endod.
2010;36(8):1277-88.

20. Haapasalo M, Shen Y. Current therapeutic options for endodontic
biofilms. Endodontic Topics. 2012;22(1):79-98.

21. Kishen A. Avanced therapeutic options for endodontic biofilms.
Endodontic Topics. 2012;22(1):99-123.

22.  Zuolo ML, Kherlakian D, De Mello JE, Coelho MC. Reintervencion en
Endodoncia. Sao Paulo: Santos; 2012. 274 p.

23.  Nair PN. On the causes of persistent apical periodontitis: a review. Int
Endod J. 2006;39(4):249-81.

24.  Siqueira JF. Aetiology of root canal treatment failure: why well-treated
teeth can fail. Int Endod J. 2001;34(1):1-10.

98



	Portada 
	Índice
	Introducción
	Objetivos 
	Capítulo 1. Generalidades de las Bacterias  
	Capítulo 2. Microbiología de las Infecciones Endodóncicas 
	Capítulo 3. Biopelícula 
	Capítulo 4. Métodos de Estudio de la Biopelícula en Endodoncia 
	Capítulo 5. Tipos de Infecciones Endodóncicas Según su Localización Anatómica  
	Capítulo 6. Periodontitis Apical 
	Capítulo 7. Remoción de la Biopelícula Endodóncica Durante el Tratamiento de Conductos  
	Capítulo 8. La Biopelícula y su Relación con la Persistencia de la Enfermedad Endodóncica
	Conclusiones 
	Glosario  
	Referencias Bibliográficas



