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RESUMEN

El fracaso de los tratamientos endodonticos estd enfocado al contenido de los
conductos radiculares, al tener una alta frecuencia de consultas por fracasos
endodonticos en la especialidad de endodoncia, se propone realizar un trabajo de tipo
exploratorio, para identificar la frecuencia de Candida albicans en el interior de los
conductos relacionados con el diagnostico de periodontitis periapical asintomatica
primaria y secundaria, mediante metodologia molecular de PCR procesadas en el

laboratorio del Instituto de Biologia Molecular de la Facultad de Bioquimica y Farmacia.

Se recolectaron 59 muestras de las cuales se encontraron 5 muestras positivas a
Candida albicans, estas muestras estan distribuidas con el diagnostico de Periodontitis
Periapical asintoméatica primaria que representa el 60% de casos positivos a diferencia
de la Periodontitis Periapical secundaria con menor frecuencia con el 40%, de acuerdo
al grupo de edad: 40% de casos positivos corresponden al grupo de 12 a 29 afos,
los pacientes masculinos representan el 80% de casos positivos y las piezas dentarias
gue mostraron con mayor frecuencia fueron los premolares representando el 60%. Se
concluye que en las muestras estudiadas se encontré una baja frecuencia de
presencia de Candida albicans asociada a fracasos endodonticos en Periodontitis
Periapical Asintomatica Primaria y Secundaria en pacientes de la Especialidad de
Endodoncia de la Facultad de Odontologia de la U.M.S.A. por lo que se recomienda
llevar a cabo mas estudios de este tipo utilizando el mismo protocolo de identificacion

para Candida albicans en muestras mas amplias.

Vi



CAPITULO |

INTRODUCCION

La periodontitis apical es el resultado de una enfermedad de los tejidos periapicales
causadas por bacterias y otros productos microbianos como la Candida albicans,
gue son persistentes en el sistema del conducto radicular. Inicialmente la pulpa se
encuentra en un estado estéril pero una vez que las barreras fisioldgicas pierdan su
integridad, el complejo dentino pulpar se encuentra expuesto al medio bucal y
posterior contaminando el tejido pulpar. El ingreso de las microbiotas puede deberse
a varios factores, como la caries dental profunda, por el uso del instrumental
contaminado durante la preparacion biomecanica inicial del conducto radicular, el
otro camino comun para la contaminacion por la saliva debido al no emplear el
aislamiento absoluto permitiéndole el ingreso a los microorganismos dentro del

sistema radicular.

El reto para la endodoncia es erradicar estos microorganismos presentes en el
interior del conducto radicular mediante una adecuada preparacion biomecanica.
Para un adecuado trabajo de la endodoncia a nivel de la especialidad se tiene varias
técnicas para conseguir un control de la enfermedad para poder mantener la pieza
dentaria en boca, pero en algunos casos no se consigue un adecuado examen
complementario de diagndstico esto por el desconocimiento que tenemos para
identificar aquellos posibles microorganismos causantes de fracaso del tratamiento,
en tanto que nuevas técnicas nos ayudaran a mejorar en las maniobras que puedan
guiar a un mejor manejo de la enfermedad, por lo tanto cuando el especialista
conoce el protocolo o métodos de la toma de muestra de microorganismos podria

mejorar su técnica profesional.

El objetivo de este estudio fue identificar la frecuencia de Candida albicans en los
conductos radiculares con el diagnostico de las Periodontitis Periapical Asintomatica

Primaria y Secundaria en pacientes perteneciente a la clinica de Especialidad de



Endodoncia de la Facultad de Odontologia de la U.M.S.A. a través de una prueba

laboratorial de PCR procesada en el laboratorio del Instituto de Biologia Molecular.

1.2 ANTECEDENTES

Se realizé una extensa busqueda bibliografica de investigaciones con referencia a
la técnica molecular utilizada, se analizé la literatura sobre la presencia de hongos
en las infecciones del conducto radicular especificamente a la Candida albicans, se
tomo articulos cientificos relevantes, revistas de endodoncia referida al tema, en
especial aquellos que referian la presencia de la Candida albicans en las

periodontitis periapical asintomatica primaria y secundaria.

Segun el articulo publicado el 2012 por Aysin D. y Cols., con el tema Reaccién en
cadena de la polimerasa de Enterococcus Faecalis y Candida Albicans en
Periodontitis Apical de pacientes Turkos, el objetivo fue investigar la presencia de
E. faecalis y C. albicans en las infecciones endodonticos utilizando el método
molecular de PCR, estudio realizado con un total de 117 muestras de las cuales
23 fueron con resultado positivo a C. albicans.

El estudio realizado por Poptani B. y Cols. en el afio 2013, con el tema Detection Of
Enterococcus Faecalis And Candida Albicans In Previously Root-Filled Teeth In A
Population Of Gujarat With Polymerase Chain Reaction, método utilizado la PCR
por ser mas sensible que el cultivo, estudio realizado con un total de 20 muestras

de las cuales 7 resultaron positivo.

Segun el articulo publicado el 2013 del autor Romero y Cols., con el tema
Identificacion mediante PCR de la Candida albicans aisladas de conductos
radiculares necroticos, este estudio fue determinar mediante la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa la presencia de Candida albicans en conductos

radiculares infectados, en 77 muestras totales provenientes de conductos



radiculares con pulpas necréticas con o sin lesion periapical, la frecuencia de

Candida albicans encontrada fue de 2 como positivo a C. albicans.

Segun el articulo publicado el 2016 del autor Galarraga M. y Cols., con el tema
Identificacion Molecular y Asociacion Causal de Microorganismos presentes en
Lesiones Periapicales Refractarias al Tratamiento Endodéntico, realizaron un
estudio de casos y controles para comprobar la presencia de bacterias y levaduras
y asociar su causalidad de las lesiones periapicales utilizando el método molecular
y microscopia, estudio realizado con 55 pacientes con lesion y sin lesion periapical

de las cuales 4 muestras resultaron positivos a C. albicans.

Segun el articulo publicado el 2017 del autor Persoon I. y Col., con el tema
Prevalencia y naturaleza de los hongos en el conducto radicular infectados: una
revision sistemética y meta analisis, el objetivo de este estudio fue una revision de
la literatura para encontrar la prevalencia y diversidad de hongos en raices

infectados, en 54 muestras de las cuales fue del 7,5% positivo a C. albicans.

El estudio realizado en la clinica de Microbiologia Europea el afio 2019 con el tema
Prevalence of Candida albicans in Primary Endodontic Infections Associated with a
higher Frequency of Apical Periodontitis in type two Diabetes Mellitus Patients,
emplearon el método molecular para este estudio, tomaron dos grupos de estudio;
uno con diabetes millitus tipo2 de 60 paciente y el otro sin diabetes también de 60
con el total de 120 en estudio de las cuales 65% resultaron positivo a C. albicans
con diabetes millitus tipo dos, en los pacientes de larga evolucion tenian esta

infeccién con C. albicans.



A continuacion se mostrara en el siguiente cuadro la identificacion empleado tanto

para periodontitis periapical asintomatica primaria como para periodontitis periapical

asintomatica secundaria.
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1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro de la clinica de la Especialidad de endodoncia en la Facultad de Odontologia
realizan consultas de las cuales se encuentran muchos pacientes con fracasos
endodonticos y son reportados en la gestiéon 2015 y 2016, 117 pacientes de los
cuales 46 resultaron con fracasos endodonticos, es decir que necesitan
retratamiento porque pueden estar relacionadas con la persistencia de algunos
microorganismos de los cuales uno de ellos puede estar relacionada con la
presencia de la C. albicans, para saber si este microorganismo es el causante de

las infecciones o persistencia en los conductos radiculares.

Estos casos de fracasos son posiblemente debido a multiples factores como ser;
al no tomar recaudos necesarios durante la apertura a camara pulpar, también al

no seguir los protocolos que exige al realizar el tratamiento de conducto, entre otros.

Precisamente para evitar dolor al masticar he inflamacion de la encia que esta
cercana al diente tratado o ingerir medicacién, también ocasiona desconfianza del
paciente y por consiguiente evitar a una posible pérdida de la pieza dentaria, es
importante saber qué tipo de microorganismo pueda ser la causa de fracasos

endodonticos y poder tomar los recaudos necesarios.

1.3.1 IDENTIFICACION DEL PROBLEMA

El problema que se plantea es:

¢,Cual es la frecuencia de Candida albicans en conductos radiculares con

diagnostico de periodontitis periapical asintomatica primaria y secundaria?



1.3.2 ANALISIS DEL PROBLEMA
Figura 2. Arbol del problema
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1.4 JUSTIFICACION

Es de suma importancia realizar un buen diagndstico y con la ayuda de examenes
complementarios para poder abordar un retratamiento de conducto, ademas seguir
con los protocolos adecuados en el momento de la desinfeccién de los conductos
radiculares por parte del profesional y evitando los posibles fracasos del tratamiento
de conducto he incluso el estrés del profesional. Tambien ayuda para dejar una
evidencia cientifica en el area de la endodoncia a cerca del manejo laboratorial de
las muestras intrarradiculares tomadas del interior del conducto radicular y
posteriormente procesadas en el laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad
de Bioquimica y Farmacia, es importante que se realicen el mismo protocolo de

proceso de la muestra para saber la presencia o ausencia de la C. albicans.

Para el area de la metodologia, se identifica la presencia de la C. albicans en las
Periodontitis Periapical Asintomética Primaria y Secundaria en aquellos pacientes
gue acudieron a la clinica de la Especialidad de Endodoncia para que se pueda
demostrar que si es identificable la C. albicans cumpliendo con el protocolo
adecuado del método molecular de PCR. Gracias al desarrollo de la técnica
molecular se han desarrollado diversos métodos y técnicas para el estudio y la
identificacién de microorganismos asociados al fracaso del tratamiento endodontico,
estos métodos por tanto ayudan a la deteccion de los patdgenos de forma rapida y

eficaz por ende nos facilitan su diagnéstico.

Con este estudio ayudara para los pacientes, para tener un mejor protocolo de
atencion en los casos de retratamiento, de esta manera el porcentaje de éxito
endodontico aumentara dando lugar a una mayor confiabilidad del tratamiento a la
poblacién en general y disminuyendo la posible pérdida de la pieza dentaria a causa
de la presencia de dicho microorganismo y dandole la mejor calidad de vida a la

sociedad.



Actualmente existen diversos métodos y técnicas mas avanzados para poder
identificar el tipo de microorganismo que llevan al fracaso, es importante
introducirnos a estas Ultimas tendencias en investigacion para tener éxito en los

tratamientos y un mejor prondstico para la pieza dentaria.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar la frecuencia de Candida albicans en conductos radiculares con el
diagnostico de Periodontitis Periapical Asintomatica Primaria y Secundaria en la

clinica de la Especialidad de Endodoncia.

1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» ldentificar los pacientes que presentan el diagnéstico de periodontitis
periapical asintomatica primaria y secundaria de la especialidad.

» Describir el método Molecular de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

> Recolectar las muestra en los pacientes con Periodontitis periapical
asintomética primaria y secundaria que acudieron a la Especialidad de

Endodoncia.
Describir la técnica de toma de muestra.

Describir la técnica laboratorial.

1.6 ALCANCE

1.6.1 ALCANCE TEMPORAL



Se recolectaron las muestras a pacientes que acudieron a la clinica y el
procesamiento de las muestras obtenidas todo ello fue en un periodo de Mayo a
Septiembre.

1.6.2 ALCANCE GEOGRAFICO

El estudio se realiz6 en la Facultad de Odontologia, ubicado en el macro-distrito 7
centro, en el distrito 1 de la zona Miraflores Avenida Saavedra frente hospital de

clinicas de la ciudad de La Paz Bolivia (Ver anexo 6).

El procesamiento de la muestra se realizo en los laboratorios de Biologia Molecular
del Instituto de Investigacion Farmaco Bioquimica de la Facultad de Ciencias
Farmacéutica y Bioquimicas de la U.M.S.A. Ubicado en el Macro-distrito 7 ubicada

en la Av. Saavedra N°2224. (Ver anexo 7).

1.6.3 ALCANCE INSTITUCIONAL

El estudio y toma de muestra se realiz6 en la clinica de la Especialidad de
Endodoncia (Ver anexo 8) de la Facultad de Odontologia de la U.M.S.A. y en el
laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Investigacién Farmaco Bioquimica

de la Facultad de Ciencias Farmacéutica y Bioquimicas de la U.M.S.A.

1.7 DISENO METODOLOGICO

1.7.1 TIPO DE INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacién es de tipo transversal ya que se tomaron los
datos en un solo momento, también es descriptivo ya que se realiz6 un sondeo del
problema en forma general y superficial de un tema poco estudiado en la clinica de
la Especialidad de Endodoncia, ademas es un estudio cuantitativo también los

resultados se muestran de forma numéricas y en graficos.
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La técnica que se empleo fue la PCR es un método molecular caracterizada por
replicar pequefios fragmentos de ADN. Ademas, por ser un método sensible y

confiable de muestras obtenidas en el interior de los conductos radiculares.

Las fuentes de informacion primarias y secundarias obtenidas de articulos
cientificos y libros referentes al tema y de los procesamientos de las muestras. El
método molecular de PCR se proces6 y analizé mediante la observacion de campo
y observacion laboratorial de las muestras obtenidas de los pacientes que formaron

parte de la investigacion.

1.7.2 TAMANO Y MUESTRA DE LA INVESTIGACION

1.7.2.1 POBLACION DE ESTUDIO

El universo en estudio presenta cinco caracteristicas que detallaremos a

continuacion:

1. Cantidad

La atencion en la clinica de especialidad de Endodoncia se inicié a finales de la
gestion 2014 y 2015, por medio de la observacién documental se obtuvo informacion
de secretaria de la especialidad de Endodoncia, se reviso en la base de datos donde
se atendié a 117 pacientes en este periodo, con el diagnostico de Periodontitis
Periapical Asintomatica Primaria y Secundaria tanto varones como mujeres. El 39%
(46) de los casos presentados fueron tratamientos fallidos indicados para realizar

retratamientos. Durante los meses de estudio de mayo a agosto del 2016 se
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pudieron atender a un total de 59 pacientes con periodontitis periapical asintomatica

primaria y secundaria los cuales accedieron a ser parte de esta investigacion.

2. Calidad

La poblacion que se tomo6 en cuenta para este estudio entre varones y mujeres
atendidos con el diagnostico de Periodontitis Periapical Asintomatica Primaria y
Secundaria comprendidos entre las edades de 12 a mayores de 49 afios, que
buscaban atencion clinica y respaldados con una radiografia periapical tomada en

la misma clinica.

3. Pertenencia

La colecta de muestras tomadas que se procesaron en este estudio pertenecen a
los pacientes que acudieron a la clinica de la Especialidad de Endodoncia con previa
aceptacion de los pacientes por medio de un consentimiento informado y una hoja
informativa, (Ver Anexo 1) que fue analizado y aceptado por el comité de ética de la
facultad de Medicina de la Universidad Mayor de San Andrés. Se considerd la
colecta de las muestras aquellos pacientes que acudieron a la especialidad de
endodoncia de la Facultad de Odontologia UMSA, en busca de tratamiento
endoddntico en aquellos que tuvieron con este tipo de diagnéstico, cumpliendo con

los criterios de inclusion para el estudio.

4. Espacio Geografico

La toma de muestras se realizd en el interior de la clinica de Especialidad de
Endodoncia de la Facultad de Odontologia de la U.M.S.A., el analisis y proceso de
estas muestras mediante la PCR se desarroll6 en el laboratorio del Instituto Técnico
de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de
la U.M.S.A.
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5. Espacio Temporal

El periodo de la toma de muestra fue realizado en un periodo comprendido de Mayo
a Agosto del 2016, a diferencia del procesamiento de la muestra fue de Mayo a

Septiembre.

1.7.2.2 MUESTRA

En la clinica de la especialidad de endodoncia de la Facultad de Odontologia de la
U.M.S.A. acudieron un total de 117 pacientes, de los cuales se presentaron 59
casos con el diagnéstico de Periodontitis representando esta cantidad la muestra
de estudio, esto entre los meses de mayo a agosto de la gestion 2016.

1.8 INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

1.8.1 AVAL DEL COMITE DE ETICA Y BIOETICA DE LA FACULTAD DE
MEDICINA DE LA U.M.S.A.

El perfil de esta investigacion se present6 ante el Comité de Etica y Bioética de
Proyectos de Investigacion con Seres Vivos de la facultad de Medicina de la
U.M.S.A., en busca de su aprobacion con respecto a la toma de muestras tanto en

el protocolo, objetivos y otros aspectos referentes a dicha investigacion.

El comité de ética y bioética avalo el proyecto (Ver anexo 2), otro de los requisitos
mas relevantes para la obtencion de dicha aprobacion, fue la presentacion del
Consentimiento Informado (Ver anexo 1). El cual explica de una manera clara y
entendible las caracteristicas del procedimiento de la toma de muestras y sus
objetivos finales a los pacientes candidatos para formar parte de esta investigacion,

consintiendo su participacion por medio de una firma si asi fuera su deseo.
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1.9 RECOLECCION DE DATOS DEL PACIENTE:

1.9.1 HISTORIA CLINICA

Las historias clinicas provistas por la especialidad, (Ver anexo 3) fueron llenados
con los siguientes datos del pacientes: Edad, genero, antecedentes sistémicos,
pieza dentaria, tratamientos con infecciones primarias y secundarias, datos
referidos al dolor (tipo, duracion, intensidad) inspeccion de tejidos duros, blandos,
exploracién de camara pulpar, pruebas de percusion, palpacién, vitalidad pulpar y
movilidad dental, historia de terapias antibibticas, radiolucides periapical
determinada mediante radiografias periapicales.. En el caso de la periodontitis
periapical asintomatica secundaria el tratamiento anterior debe tener una data de

dos afios por lo menos.

1.9.2. METODOS DE RECOLECCION DE LA MUESTRA

En clinica se acomodé al paciente en el silléon dental y se prepardé para realizar

aislado absoluto con clams estériles y desinfectando el campo operatorio.

A continuacién, se detallan los pasos de toma de muestra:
e Se acomodé al paciente en el sillén dental
e Colocacién de anestesia en caso de requerirla
e Previo se realizé limpieza de las piezas dentarias con piedra pomes
e Aislado absoluto con goma dique y arco de Young y clamps (Ver anexo 4)
¢ Desinfeccién con 3ml de hipoclorito de Na al 2.5%
e Se remueve la restauracion si es que tuviera
e Se vuelve a desinfectar el campo con hipoclorito de Na al 2.5%, 5 ml

¢ Inactivacion del hipoclorito de Na con 5ml tiosulfato de Na al 5 % por

30seg.

14



Los conductos obturados se desobturaran con limas H 15, 20, 25, (Denstply
Maillefer), dependiendo del didmetro del conducto.

No se utilizara ningun solvente, para no interferir en la muestra.

La longitud de trabajo se tomara con detector apical (propex pixi de la
Densply Maillefer)

La lima que se introdujo fue Lima 15, 20, 25, H (hedstrom maillefer)
dependiendo del diametro del conducto, la cual suavemente limara las
paredes con movimientos antihorario y horario.

La lima luego de sacar del conducto se colocara en tubos ependorf
estériles de 1.5ml, los cuales se mantendran en frio (-20°C).

Si el conducto esta muy seco se introducira un poco de agua destilada
dentro de los conductos.

4 puntas de papel estériles se colocaran en el conducto de manera
secuencial, con la longitud de trabajo y se las dejara dentro por 1 minuto.
Retiradas las puntas de papel se introduciran en tubos de ependorf
estériles de 1.5ml, los cuales se mantendran en frio (-20°C).

Las muestras se llevan a 37°C por dos horas en horno de secado.

Se retiraron las muestras y se mantienen a temperatura ambiente por 24h.
Luego se llevaron las muestras al laboratorio de biologia Molecular del
instituto de investigaciones farmaco bioquimicas de la facultad de bioquimica
de la Universidad Mayor de San Andrés en el cuél se mantuvieron a 4°C.
Las muestras quedan listas para su respectivo proceso de identificacion.
Procedimiento descrito por Aysin D. y Col., el afio 2012.

1.10 CEPAS

Para realizar la optimizacion de la metodologia microbiol6gica molecular, se realizo

la compra de cepas de Candida albicans (ATCC 90028) obtenida como una cepa

pura, fue adquirido del Instituto Nacional de Laboratorio de Salud (INLASA). El
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estudio de referencia en el que se basé la compra de dicha cepa es el de Aisyn

Dumaniy col, el 2012.

1.10.1 EXTRACCION DEL DNA

Pre-Tratamiento de las Muestras:

A continuacién detallaremos los pasos a seguir para el pretratamiento de las

muestras:

» Las muestras obtenidas en conos o limas se mantuvieron a 42C en tubos de
eppendorf después del secado correspondiente.

> Después se agrego 250 uL de PBS 1x a las muestras que tienen un
duplicado; y 300 uL a las muestras unicas.

» Antes de la extraccion se centrifugaron las muestras hidratada de acuerdo a
lo sugerido por los protocolos de extraccion del Instituto de Investigaciones
Farmaco Bioquimicas de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y
Bioquimicas (UMSA).

» Se ejecutd el método de extraccion del material genético, para levaduras se
utiliza el protocolo estandarizado utilizando el kit de Promega Wizard, de
acuerdo a los protocolos del fabricante.

1.10.2 PCR CONVENCIONAL CON PRIMERS GENERALES Y ESPECIFICOS.
(MANUAL DE INSTRUCCION DE QUIT DE PROMEGA DE WIZARD)

1. Se realizé un control positivo de DNA extraido de un control positivo para
cada cepa; en este caso se utilizaron: una cepa pura de C. albicans,
adquiridas de INLASA.

2. Se preparé el mix de PCR con las concentraciones correspondientes de:

Buffer, MgCI2, dNTPs, Primers forward y reverse, BSAy Tag que se plasman

en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Concentraciones de preparado para el mix PCR

Reactivo [C] [C]
inicial final

Agua - -

Buffer 5X 1x

MgCl2 25mM 1.2mM
dNTPs 5Mm 0.8mM

P1 10uM 0.5uM
P2 10uM 0.5uM
BSA 10mg/ml | 0.5mg/mi
Tag 5 U/L 0.03 U/L

Fuente: Biologia Molecular del Instituto de Investigacion Farmaco Bioquimica de la

Facultad de Ciencias Farmacéutica y Bioquimicas, U.M.S.A.

3. Para los primers generales: ITS1, ITS4 (23S); se utilizan 15 uL de mix de P
CR y 5uL de las diluciones de DNA correspondientes; para los primers
especificos: A, B (C. albicans), de igual forma, se utilizaron 15uL de mix y
5uL de DNA.

Tabla 2. Secuencia de los Primers utilizados para Candida albicans

El ADN cromosomico del candidato se amplificé utilizando los cebadores:

F:5-GCC GGT GAC GAC GCT CCA
A AGA GCT G-3

R: §-CCG TGT TCA ATT GGG TAT
CTC AAG GTC-3

Fuente: Aysin Dumani y Col., Polymerase Chain Reaction of Enterococcus Faecalis

and Candida albicans in Apical Periodontitis from Turkish Patients, 2012.
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4. Tras la preparacion del mix respectivo de la cepa pura de C. albicans, debe
afnadirse 15uL de las diluciones de DNA.

El control positivo fue utilizado en una dilucién de 1/10 o 1/30; mientras que
los extractos de DNA fueron utilizados de forma directa o en una dilucién
1/10. Vale recalcar, que se obtuvieron mejores resultados al usar extractos
de DNA directos, debido a la baja concentracion de DNA en los mismos.

Tabla 3. Protocolo del Termocicladores (BIOER Life Pro; Applied Byosistems)
Consta de temperatura, ciclos en todos los pasos de la PCR

Condiciones de PCR optimizadas para los primers generales 23SrRNA vy C.

albicans.
Primer 23S rRNA C. albicans
94 C 95 C
Inicializaciéon _
3 min 15 min
94 C 95 C
Desnaturalizacion _
30 seg 1 min
56 C 55C
Alineamiento
30 seg 30 seg
72 C 72 C
Elongacion _
1 min 1 min
72 C 72 C
Extensién .
5 min 10 min
Ciclos 30 35

Fuente: Biologia Molecular del Instituto de Investigacion Farmaco Bioquimica de

la Facultad de Ciencias Farmacéutica y Bioquimicas, U.M.S.A.
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5. Tras mezclar el mix y el DNA se colocaron los tubos de PCR en un
termocicladores (BIOER Life Pro; Applied Byosistems), segun el primer
utilizado, cambiando el tiempo, temperatura y el ciclaje para optimizar las

condiciones.

6. Una vez finalizado el PCR, se realiz6 la corrida electroforética en un gel de
agarosa al 2%, sembrando 5 ul. La corrida se realiz6 durante 20-25 minutos
de 100-135V.

7. Finalizando se coloca el gel de agarosa en Bromuro de Itidio durante 5-10
minutos, dependiendo de la antigiedad del mismo, y se observan los
resultados en un transiluminador (ADVANCE). Manual de instruccion de kit

de promega de wizard para la extraccion de ADN.
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CAPITULO II

2.1 MARCO TEORICO

2.1.1.- INTRODUCCION

Como en todas las ramas de la salud, en odontologia uno de los deberes a cumplir
es la erradicacion y prevencion de las enfermedades bucodentales, pero para este
estudio especificamente hablaremos de la endodoncia que es el tratamiento y la
eliminacion de las infecciones pulpares y sus secuelas asociadas con la inflamacion

del sistema vasculonervioso del diente.

La endodoncia, es una especialidad de la Odontologia encargada de mantener las
piezas dentarias en boca, ante las diferentes afecciones pulpares, siempre y cuando

se pueda controlar la infeccidn y no represente una amenaza para el paciente.

Las infecciones pulpares como en la periodontitis periapical asintomatica primaria y
secundaria estan formadas y desarrolladas por diferentes causas, siendo uno de los
mMAas representativos los microorganismos que viven en cavidad oral y podrian
tornarse patodgenos, ya que se detectaron mas de 700 especies de diferentes
microorganismos de los cuales solo el 50% se han podido aislar e identificarlos, por

medio de métodos moleculares.

2.1.2.- INFECCIONES PULPARES

2.1.2.1.- PULPA SANA

De acuerdo a American Association of Endodontists, 2013. Las piezas dentales que
presentan una pulpa normal carecen de sintomatologia clinica, presentan

sensibilidad normal frente a los estimulos de vitalidad pulpar, puede implicar que
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histologicamente la pulpa presente alguna alteracion, pero desde un punto de vista
“clinico” una pulpa que presenta una respuesta transitoria (1 o 2 segundos de retirar

el estimulo), a las pruebas térmicas al frio se considera una pulpa normal.

Para poder tener una informacion mas fidedigna acerca de las pruebas de vitalidad
pulpar se debe tomar las mismas primero en piezas vecinas, opuestas para que el
paciente pueda familiarizarse con una respuesta normal al frio y poder discriminar
de una manera precisa la respuesta de la pieza en cuestion. (American Association
of Endodontists, 2013).

Radiograficamente puede existir un grado de calcificacion variable, pero no debe
existir ningun grado de reabsorcion, caries 0 exposicion pulpar ni siquiera mecanica

por lo que esta pieza con pulpa normal no requiere tratamiento endodontico.

2.1.3.- PATOLOGIA PULPAR

La patologia pulpar en la actualidad se diagnosticaba de una forma distinta a la que
antiguamente se la manejaba, mas aun si hablamos desde el punto de vista clinico,
es el que mas se utiliza para determinar el estado del tejido pulpar y perirradicular,
ya que la terminologia que se utilizaba para determinar el estado de los tejidos ya
mencionados se basaba en aspectos subjetivos, viéndolos desde un lado
histopatoldégico de manera objetiva no es muy viable. (American Association of
Endodontists, 2013).

Por estos y otros aspectos el 2008 la Asociacion Americana de Endodoncistas
realizo una Conferencia de Consenso de Terminologia Diagnostica, tenian como
propdsito estandarizar la terminologia de la clasificacion pulpar y periapical.
Tomando en cuenta el criterio radiografico, clinico y pruebas objetivas. (American
Association of Endodontists, 2013).
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Tanto la AAE (American Asossiation of endodontists) y American Board of
Endodontics aceptaron los términos concluyentes de este encuentro,
recomendando el uso de los mismos por parte de los docentes, los estudiantes,
especialistas, dentistas generales y profesionales de todas las ramas en la

odontologia.

Los términos de American Association of Endodontists, 2013, se definieron de
manera clinica y radiogréafica, tomando en cuenta que las enfermedades de la pulpa
y el tejido periapicales son dinamicas y progresivas. Los signos y sintomas variaran
dependiendo de la etapa en la que se encuentre y del estado de informacién
necesaria para determinar un probable diagnostico endodontico del paciente.

Para el diagnostico endodéntico se tomaron en cuenta varios procedimientos de
examinacion reuniendo de manera sistematicamente toda la informacién necesaria
para determinar un probable diagnostico endodoéntico segin la American

Association of Endodontists, 2013.

Figura 3. Procedimientos de Examen Requeridos para Realizar Diagndéstico

Endodéntico

. _ o Tratamiento Pasado / Reciente,
Historial Médico/Dental
Drogas

Queja principal (si la hay) Cuanto tiempo, sintomas, duracion del
dolor, ubicacién, inicio, estimulos, alivio,

referido, medicamentos.

Examen clinico Seno de simetria facial, tracto, tejido
sano, estado periodontal (sondaje,
movilidad), caries, restauraciones (recién

colocadas?).
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Pruebas clinicas:
Pruebas de pulpa Frio, prueba de pulpa eléctrica, calor.
Pruebas Percusion, palpacion
periapicales
Andlisis radiogréfico Nueva tomografia computarizada de haz
conico periapical (al menos 2)
Examenes adicionales Transiluminacién, anestesia selectiva,
cavidad de prueba.

Fuente: American Association of Endodontists, 2013.

2.1.4.- CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD PULPAR APROBADO POR LA
AAE Y ABE

2.1.4.1.- PULPITIS REVERSIBLE

Las piezas dentales que presentan una pulpa irritada, con una reaccién incomodan
a los estimulos, como al frio o dulces, que se revierte rapidamente se la considera
como una pulpitis irreversible. Este diagnostico se basa en hallazgos subjetivos y
objetivos que indican que la irritacion pulpar debe resolverse rapidamente pasado

el estimulo. (Association of Endodontists, 2013).

La etiologia tipica de este estado pulpar incluyen exposicion dentinaria ya sea por
factores mecdanicos, quimicos o biolégicos, tratamientos dentales recientes y

restauraciones defectuosas.

Radiograficamente la pieza en cuestibn no presenta cambios significativos, a la
percusion vertical no presenta respuesta dolorosa. (American Association of
Endodontists, 2013). La eliminacion conservadora del irritante ya sea la remocion
del tejido carioso y sellado del tejido dentinario, cambio de la restauracion

defectuosa, etc. Deberan dar lugar al cese de la sintomatologia pulpar.
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Debemos tener en cuenta que existen situaciones en las que el tejido dentinario se
encuentra expuesto presentado un dolor agudo, fugaz, que sede retirado el estimulo
térmico, de evaporacion, tactiles, mecanicos, osmoticos o0 quimicos segun

American Association of Endodontists, 2013.

Como es el caso de la sensibilidad dentinaria presentada cominmente en los
cuellos cervicales con tejido dentinario expuesto. Un interrogatorio detallado de
tratamientos recientes, una exploracion clinica y radiografica detallada nos ayudara
a distinguir una hipersensibilidad dentinaria de otras patologias dentales, ya que las

modalidades terapéuticas para cada una de ellas son diferentes.

2.1.4.2.- PULPITIS IRREVERSIBLE

Dentro de esta categoria existe una subdivision, las piezas que se clasifican como
pulpitis irreversibles precisan un tratamiento pulpar ya que como su nombre indica

el dafio causado en la pulpa ya es irreversible. (Association of Endodontists, 2013).

2.1.4.2.1.- PULPITIS IRREVERSIBLE SINTOMATICA

Esta patologia se basa en hallazgos subjetivos y objetivos, que nos llevan a
determinar que la pulpa de la pieza en cuestidén se encuentra inflamada de manera
irreversible. Dentro de la sintomatologia este diagnostico se caracteriza por la
presencia de dolor intermitente o espontaneo, el dolor térmico provocado es de
caracter agudo o sordo y persiste retirado el estimulo (a lo menos 30 seg.)
(Hargreaves K, Cohen S., 2011, American Association of Endodontists, 2013).

Este dolor puede ser localizado o referido, inicialmente no presentara cambios
radiogréaficos significativos, pero a medida de su progreso presentara
ensanchamiento del espacio del ligamento periodontal, presencia de calcificaciones

en camara pulpar y conductos radiculares.
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En los antecedentes de este diagnostico podemos encontrar obturaciones
profundas, caries, exposicion pulpar o cualquier agresion pulpar directa o indirecta

reciente o antigua.

2.1.4.2.2 PULPITIS IRREVERSIBLE ASINTOMATICA

Si hablamos de este diagndstico la pieza dentaria puede presentar caries profunda,
exposicidn por trauma, hasta incluso comunicacion pulpar detectada clinicamente o
radiograficamente, pero no dara lugar a sintomatologia. La pulpa esta inflamada
pero vital, sin condiciones de reparacion. El tejido pulpar reacciona normalmente a
las pruebas térmicas y la progresion de este diagndstico lleva a un inicio de
sintomatologia 0 a una necrosis pulpar. (Hargreaves K, Cohen S., 2011, y American
Association of Endodontists, 2013).

2.1.4.3 NECROSIS PULPAR

Este estado pulpar indica la ausencia de vitalidad de la pulpa es decir la falta de
irrigacion de vasos sanguineos y ausencia del funcionamiento nervioso. Este es el
anico diagndstico que intenta describir un estado histologico y le procede a una

pulpitis irreversible sintomatica o asintomatica.

La necrosis total no presentara sintomatologia a menos que la infeccién se haya
extendido a otros tejidos, en caso de ser una necrosis aséptica (libre de infeccién)
no causaria sintomatologia periapical. Con respecto a las pruebas de vitalidad
pulpar, la pieza en cuestion no responde, pero debemos realizar un diagndstico
diferenciado ya que algunas piezas que tuvieron traumas recientemente pueden no
presentar respuesta a las pruebas de vitalidad pulpar (por un periodo post trauma)
0 en piezas dentarias con la camara pulpar calcificada. (American Association of
Endodontists, 2013).
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La necrosis puede ser parcial o total puede implicar uno o varios conductos por lo
gue las pruebas de vitalidad pulpar suele ser confusas, hasta incluso en ocasiones
puede presentar sintomatologia de una pulpitis irreversible. En una necrosis
infectada las bacterias pueden seguir creciendo y se expande hacia el espacio del
ligamento periodontal por lo que en ocasiones el movimiento de gases y otros
subproductos bacterianos pueden producir sintomatologia espontanea, al calor (que
calma con el frio) y/o a la percusién vertical. (Association of Endodontists, 2013).
Radiograficamente se puede apreciar un engrosamiento del espacio del ligamento

periodontal hasta una lesion radiolUcida periapical. (Hargreaves K, Cohen S, 2011).

2.1.4.4 PREVIAMENTE TRATADA

La pieza dentaria con este diagnéstico como su nombre lo indica se caracteriza por
haber recibido un tratamiento pulpar previo y que presenta material de relleno en el
sistema de conductos radiculares. Generalmente no responden a las pruebas de
vitalidad pulpar, pero requiere un tratamiento endodoéntico no quirdrgico o quirlrgico

para preservar la pieza en boca. (American Association of Endodontists, 2013).

2.1.4.5 TRATAMIENTO INICIADO PREVIAMENTE

Este diagndéstico esta dirigido a tratamientos pulpares incompletos o iniciados con
anterioridad como es el caso de una pulpotomia parcial iniciada generalmente por

una emergencia de una pulpitis irreversible sintomatica o asintomatica.

La Pieza dentaria con diagnostico de tratamiento iniciado previamente, puede 0 no
responder a las pruebas de vitalidad pulpar. American Association of Endodontists,
2013. En otros casos los procedimientos se pudieron realizar por traumatismos,
pulpa vital, apicoformacién, apexogenesis, por o que no se podra determinar las
caracteristicas del estado pulpar antes de iniciado el tratamiento previo.
(Hargreaves K, Cohen S, 2011).

26



2.2 CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD APICAL APROBADO POR LA
AAE Y ABE

2.2.1 TEJIDOS APICALES NORMAL

Las piezas dentales que presenten los tejidos apicales normales se caracterizaran
por no presentar sintomatologia dolorosa a las pruebas de percusién y palpacion.
Radiograficamente la lamina dura 6sea alrededor del apice radicular esta intacta y
el espacio del ligamento periodontal se encuentra uniforme. (Hargreaves K, Cohen
S., 2011, American Association of Endodontists, 2013).

2.2.2. - PERIODONTITIS APICAL SINTOMATICA

La periodontitis periapical sintomatica se caracteriza por presentar sintomatologia
dolorosa a las pruebas de percusion, palpacion o al momento de la masticacion.
Dependiendo de la etapa de la degeneracion pulpar las pruebas de vitalidad pulpar
seran variables y se podran ver cambios radiograficos como un ensanchamiento del
espacio periapical o una radiolucides periapical. (Hargreaves K, Cohen S., 2011,
American Association of Endodontists, 2013).

2.2.3. - PERIODONTITIS APICAL ASINTOMATICA

En este caso el ligamento periodontal por la inflamacién proveniente de la pulpa
dental se degenera y sufre destruccion celular. Generalmente no presentara
sintomatologia clinica, no respondera a las pruebas de vitalidad pulpar, ni a la
percusion o palpacion. Pero el paciente puede mostrarlo como una sensacion
diferente que los otros dientes a la percusion. Radiograficamente existira
radiolucides peri radicular. (Hargreaves K, Cohen S, 2011, American Association of
Endodontists, 2013).
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Figura 4. Periodontitis Apical Asintomatica

Fuente: American Association of Endodontists, 2013.

2.2.4 ABSCESO APICAL AGUDO

Proveniente de una reaccion inflamatoria a la infeccion pulpar y necrosis, es de inicio
rapido, hay formacion de pus causando presion en los tejidos asociados. Se
caracteriza por dolor agudo a la presién; a la palpacion y percusion, a las pruebas
de vitalidad pulpar serd negativa, presenta un cierto grado de movilidad.
Radiograficamente en algunos casos se observa ensanchamiento del espacio del
ligamento periodontal. A nivel de la mucosa bucal en el fondo del carrillo existe cierto
grado de tumefaccion ocasionando a menudo al paciente malestar, fiebre y

linfadenopatias. (Cohen y Col. 2011).

2.2.5 ABSCESO APICAL CRONICO

Proviene de una reaccion inflamatoria a la infeccion pulpar y necrosis, es de inicio
gradual, puede presentar poca o ninguna molestia, a las pruebas de vitalidad es
negativa, presenta un tracto sinusal por donde descarga material purulento.
Radiograficamente hay destruccion 6sea dando una imagen radiollcida. Para
identificar la fuente del tracto sinusal se coloca un cono de gutapercha se introduce
hasta que se detenga y se toma una radiografia.
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2.3 PARTICIPACION DE LOS HONGOS EN CAVIDAD ORAL

Los hongos pueden causar enfermedad en pacientes inmunodeprimidos
encontrandose en un 90%, en la cavidad bucal pueden estar en un 25% en el dorso
de la lengua principalmente y secundariamente en la mucosa supragingival en la

dentina, la raiz dental, mucosa subgingival y en la saliva se encontré el 32,7%.

Los sitios mas comunes se encontraron en la placa dental y caries dental. Pero
tienen mas afinidad con la dentina utilizada como su fuente de nutricién en periodos
largos dandole la capacidad de interactuar con otros microorganismos para formar

biofilm.

Otro sitio comun encontrado fue en las bolsas periodontales. EI 50% de estas
microbiotas se encontraron en pacientes hospitalizados, dandonos a entender que

son microorganismos oportunistas.

2.3.1 PARTICIPACION DE LA CANDIDA ALBICANS EN LAS PERIODONTITIS
PERIAPICAL ASINTOMATICA PRIMARIA

La pulpa inicialmente se encuentra en un estado estéril, una vez que las barreras
naturales y fisiolégicas pierden su integridad, el complejo dentino pulpar se
encuentra expuesto al entorno de la cavidad oral donde los microorganismos que
habitan en este medio bafan la superficie dental en una biopelicula, mediante la
cual los microorganismos tienen acceso a la cavidad cariosa y posterior

contaminando el tejido pulpar.

Los hongos presentes en las periodontitis periapical primaria pueden haber

producido la necrosis pulpar o haber entrado luego de la necrosis.

Las microbiotas van formando biopeliculas mientras van ingresando a la pulpa hasta

llegar a adherirse a esta, se enfrentan a la pulpa, se da lugar a una inflamacion
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intensa y la pulpa es derrotada, por lo que sigue avanzando en territorio pulpar y
colonizandose en el tejido y lo van necrosando, llegan al espacio perirradicular para

también colonizarlo, hasta este momento son especies pioneras.

Una de las vias mas comunes de los microorganismos para entrar a la pulpa es
probablemente por los tibulos dentinarios abiertos, también la caries pudo ser la
principal fuente de ingreso del hongo del genero Candida hallada en mayor
frecuencia en medios de cultivo selectivos (Agar Sabouraud dextrosa), otra entrada

probable hacia el sistema de conductos radicular.

Otra causa de ingreso podria ser por uso de instrumental contaminado durante la

preparacion biomecanica inicial del conducto radicular.

Otro camino comun para la contaminacion son por la saliva esto ocurre durante la
terapia endodontica inicial, pudo atribuirse por el no uso del aislamiento absoluto,
siendo un paso tan primordial y crucial, permitiéndole el ingreso a los
microorganismos dentro el sistema radicular a su vez introduciéndose en los tubulos
dentinarios imposibilitado que el desinfectante logre ingresar a ellos por su compleja

anatomia que tienen el sistema del conducto radicular.

2.3.2 PARTICIPACION DE LA CANDIDA ALBICANS EN LAS PERIODONTITIS
PERIAPICAL ASINTOMATICA SECUNDARIA

También llamada persistentes, generalmente debido a una persistencia de la misma
0 a la eliminacién incompleta de los microorganismos del sistema del conducto
radicular ocurrido durante la terapia inicial. La Candida albicans han estado
presentes con mas frecuencia en tratamientos endodonticamente tratados, se las

encontré asociados con bacterias gram-positivos anaerobias.

30



Para que el tratamiento resulte fallido después de la terapia endodontica

encontraron una variedad de factores entre ellos tenemos. (Gusman H. y Cols.,

2015):

La resistencia de los microorganismos al tratamiento del conducto radicular.
La resistencia a la medicacién intraconducto habitualmente usados.

La variada complejidad que puede tener el conducto radicular, entre estos
tenemos los conductos accesorios, deltas apicales, conductos atresicos y
conductos no encontrados etc., creando un obstaculo para una limpieza
adecuada.

La invasion profunda de los microorganismos en los tubulos dentinarios,
debido a su facil adaptacion a cualquier medio y sobrevivir dentro los
conductos radiculares.

La formacion de biofilm en el interior del conducto radicular forman
microcolonias de contenido bacteriano y hongos, pudo ocurrir la
contaminacion en algun momento del tratamiento endoddntico inicial. Por
tanto los estudios recientes reportan la importancia de este biofilm presentes
en el interior de los conductos porque le dan proteccion a los
microorganismos ante los cambios ambientales adversos que puedan
encontrarse.

Un mal disefio de la cavidad de acceso, posiblemente retengan residuos de
tejido pulpar.

Fuga de restauraciones temporales o permanentes, hacen que ingresen al
interior del canal radicular. (Vytaute P. y Cols., 2008).

Otro de los factores influyentes para los fallidos endodonticos fue el tamafio
de la lesion periapical encontrado y el tiempo de la obturacion después de la
lesion. (Estrela C. y Cols., 2014).

El estudio de Fabbro y Cols. Recomiendan seguimiento en casos de retratamientos

por lo menos cuatro afios después de haber concluido la endodoncia. (Vytaute P. y
Cols., 2008).
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2.4 CANDIDA ALBICANS

2.4.1 TAXONOMIA

Candida albicans corresponde al Reino Fungi o Mycetae.

Se coloca en los Deuteromicetos dentro de la familia Cryptococcaceae.
Antes de que la Candida albicans reciba este nombre tuvo que pasar por varios
sinbnimos como el de Robin que en 1853 genero el término de Oidum albicans

siendo esta incluida dentro de sus 100 sinbnimos reconocidos actualmente.

En 1890 Zopt denomino a una especie de la Monilia como Monilia albicans, pero ya
en 1923 Berkhout propuso el Genero Candida y la especie albicans. Esta
proposicion fue aceptada por el Congreso Internacional de Microbiologia en Nueva
York realizada en 1939. A partir de este Congreso la C. albicans es conocida de

esta manera.

La C. albicans es una levadura predominante en su especie, seguida de la
C.glabrata, Candida Krusei, Candida Tropicalis, Candida Guillermondii, Candida

Kefyr y Candida parapsilosis. (Waltimo T. y Cols., 2004).

Las levaduras orales pertenecen a la division Ascomycota y clase Endomycetes, se
dividen en cuatro familias: Saccharomycetaceae, Endomycetaceae, Dipodascaceae
y Lipomycetaceae. (Waltimo T. y Cols. 2003). Clinicamente las levaduras orales

mAas importantes perteneces a la familia Saccharomycetaceae y al género Candida.

2.4.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA C. ALBICANS

Los hongos son células eucariotas pertenecen al reino fungi del genero Candida.

Crecen en forma de yemas redondas u ovales de 4 a 6 um., son de variada
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morfologia durante su crecimiento por tanto evaden la accidn letal de los sistemas
de irrigacion y medicacion intraconducto empleados durante la terapia endodontica,
proporcionan habilidad para penetrar a los tubulos dentinarios a través de su
adherencia de las hifas y seudohifas y son capaces de unirse a los colagenos | y
IV mejorandole su adhesion candal vy tienen la capacidad de producir aspartil
proteasas secretadas, colegenasas, hialuronidasa acidos y fosfatasas, degradan a

esta variedad de colagenos.

Las hifas y seudohifas le dan crecimiento filamentoso dandole la cualidad de
presentarse en diversas formas y poder adaptarse a diferentes condiciones y
ambientes en los tejidos.

Las hifas son esenciales para invadir los tejidos ya que en su punta secretan
enzimas la fosfolipasas los cuales degradan los componentes celulares del

huésped y penetran las barreras tisulares.

Es de crecimiento lento antes de iniciar la terapia de endodoncia y sobreviven en
condiciones anaerobias a pesar de ser aerobias y se adaptan a un Ph alto, también
sobre viven con un bajo contenido de oxigeno y nutrientes, Department of
Conservative Dentistry and Endodontics, 2013. La composicion quimica de la C.
albicans representada por el 20% a 40% de proteina y de 30% a 50% de
polisacaridos, en cambio la proporcion de lipidos es variada dependiendo de la cepa

y su edad del cultivo y las condiciones ambientales.

La pared celular de la C. albicans tiene un espesor variable, compuesta por varias
capas, el namero y su morfologia varian, esta variacion se deben a la etapa de
crecimiento celular en la que se encuentre, la forma de crecimiento ya sea como

levadura o como tubo germinal.
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La mayoria de los investigadores describen cinco capas dentro de la pared celular
son de adentro hacia afuera: Manoproteinas, B-Glucan-Quitina, B-Glucan,
Manoproteinas y una capa de fibrillas. (Pardi German, 2002).

Figura 5. Esquema de la Pared Celular
de C. Albicans

S SR MANOPROTEINAS

MEMBRANA
CITOPLASMATICA

Fuente: Microbiologia Oral

Al ser una célula eucariota, contienen nucleo, nucléolo y delimitado por la membrana
nuclear, con varios cromosomas y organulos citoplasméticos como mitocondrias,

vacuolas, aparato de Golgi y ribosomas.

Su pared celular con una estructura multilaminar compuesta por polisacaridos y
diversas proteinas, responsable de proteccion frente a los cambios osmaéticos que

pueda tener el medio de crecimiento. (Alvear J. Cols., 2012).

2.4.3 IMPLICANCIA DE LA CANDIDA ALBICANS EN ENDODONCIA

Desde 1894 Miuller es quien dio a conocer por primera vez la presencia de los

microorganismos en conductos radiculares infectados, pero no fueron verificados al
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no contar con tecnologia adecuada, con el tiempo y en la actualidad aparecieron
técnicas de identificacion, como los métodos de cultivo, métodos de dilucion y el
mas innovador el método molecular de PCR han sido faciles y rapidos para la
identificaciébn microbiana y detectar la contaminacién de la muestra. (Vytaute P. y
Cols., 2008).

En 1998 mostraron dos estudios microbiolégicos de la flora del conducto radicular
en el tratamiento primario, es mas facil debido a que se encontraron gran cantidad
de células bacterianas y especies de gram-positivas y gram-negativas, mientras que
en casos de retratamiento fueron dificiles debido a la reduccién de las células
microbianas encontradas, después de una preparacion biomecéanica del conducto.
La diferencia se debieron a los cambios de temperatura, el Ph y nutrientes
esenciales en el conducto radicular antes y durante los procedimientos del

tratamiento del conducto.

En muchos estudios actuales mostraron que los microorganismos son los
principales causantes de las enfermedades pulpares y periapicales, también se
asocian a los fracasos de tratamientos endodonticos, pero hay otros factores que
pueden contribuir al fracaso, como la presencia de las levaduras encontradas entre
un 7% a 17%, Department of Conservative Dentistry and Endodontics, 2013, del
genero Candida aislado con mas frecuencia la Candida albicans entre el 7% al 55%

encontrado en el interior de los conductos radiculares. (Romero D. y Cols., 2013).

Vytaute P. y Cols., 2008, manifiestan que la Candida albicans es la mas comuny la
mas resistente a los procedimientos endodonticos, tienen la capacidad de colonizar
las paredes del canal radicular e invadir los tubulos dentinarios. Las habilidades de
este hongo para resistir a muchos de los agentes irrigadores empleados y poder
adaptarse a medios extremos, como no contar con medios nutrientes también

forman biopeliculas, etc.
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Nos lleva a estudiarla mas a fondo ya que seria una razén por la cual nuestros
tratamientos resultan fallidos. Por tanto es importante conocer el papel y la
frecuencia de las levaduras en las infecciones persistentes a la terapia del conducto
radicular. (Waltimo T. y Cols., 2003, Saad Al-Nazhan y Cols., 2014).

Figura 6. Candida albicans adhiriéndose e invadiendo en un tabulo

dentinario

Fuente: Clinical aspects related to endodontic yeast infections.

2.4.4 FACTORES DE VIRULENCIA DE LA CANDIDA ALBICANS EN EL
CONDUCTO DENTARIO

La C. albicans al ser un patdgeno oportunista por excelencia presenta factores de
virulencia que no son muy poderosos pero en algunos casos pueden tornarse
resistentes y agresivos, algunos de sus factores conocidos son. (Silva H. y Cols.,
2011 y Ryan K.y Cols., 2011):

e Al medir de 4 a 6 um. y tener diferentes tamafios durante su crecimiento
dandole la capacidad de invadir, ingresan en diferentes estructuras como en
los tubulos dentinarios.

e Presentan hifas y pseudohifas como factores de adherencia, estas le dan la
cualidad de tener cambio en su morfologia y ademas poder adaptarse a

diferentes condiciones ambientales de crecimiento. Sus mecanismos de
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adherencia son: interaccion entre receptores Yy ligando, fuerzas
electrostaticas y la agregacion.

e Las hifas son esenciales para penetrar los tejidos ya que en su punta
secretan enzimas la fosfolipasas los cuales degradan los componentes
celulares del huésped y penetran las barreras tisulares, colonizando e
invadiendo el area. (Galarraga M., 2014).

¢ La Candida albicans tiene la facultad de poder coagregarse con bacterias
como las Streptococcus y Actinomyces entre otras.

e Otra caracteristica importante es de formar biofilm en diversos tipos de
superficies y coagregarse con las bacterias lo cual le hace resiste a la

anfotericina B e incrementando su patogenicidad.

e Pueden evadir o estimular el mecanismo de defensa del huésped ante las

infecciones.

e Secretan proteinasas SAP (Secreted Asparty Protease), las cuales digieren
moléculas y células de defensa del huésped alterando la fagocitosis y otros
mecanismos de defensa. Esta proteinasas degrada: hemoglobina, queratina

e inmunoglobulinas.

2.4.5 MECANISMOS DE ACCION DE LA CANDIDA ALBICANS EN EL TEJIDO
DENTINARIO

La pulpa y la dentina estan relacionados intimamente, la dentina al quedar expuesta
al medio bucal a causa de caries extensas o por restauraciones defectuosas, o en
casos de fisuras del esmalte o dentina 0 por casos mas serios como traumas
dentales etc., ocasionan contaminacién por microorganismos en el complejo pulpo-
dentinario, causando enfermedad en el conducto radicular. (Silva-Herzog D., Garcia
C., 2011).

Al quedar expuesta la dentina la C. albicans al ser patdgenos ademas oportunistas
llega a invadir los tubulos dentinarios, al ser la dentina como su fuente de nutricion

primordial por su composicion de tejido conectivo mineralizado, compuesto de
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hidroxiapatita, y rico en proteinas y ademas de ser dura y porosa. (Silva-Herzog D.,
Garcia C., 2011).

Figura 7. Corte transversal donde se observa penetracion a tubulos

dentinarios en una magnificacion de 2000X.

e —————

Fuente: Invasion of Candida albicans and Enterococcus Faecalis in Human
Dentine
Figura 8. Microfotografias con microscopio electronico de barrido Corte
longitudinal de tabulos dentinarios a una magnificacion de 4000X

Fuente: Invasion of Candida albicans and Enterococcus faecalis in human
dentine.
Los tubulos dentinarios son estructuras conicas que miden aproximadamente de 2,5
um de didmetro cerca de la pulpa, 1,2 um en la parte media de la dentina 'y 0,9 um.
cerca de la union dentina-cemento. A diferencia de las bacterias que miden de 0,3

a 0,8 um., mas pequefias que las levaduras permitiéndole invadir mas
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profundamente la pulpa a través de los tubulos dentinarios. Existe entonces la
posibilidad de que los microorganismos estén protegidos ante los desinfectantes
empleados durante la terapia endodontica. (Department of Conservative Dentistry
and Endodontics, 2013, y Saad Al-Nazhan y Cols. 2014).

A su vez el tubulo dentinario también contiene fluido y dentro estan las proteinas
como albumina, Ig G y otras proteinas, todo este complejo funcionan como su fuente
de nutricibn ademas de adherirse hacia las paredes del tibulo dentinario. (Silva-
Herzog D, Garcia C., 2011).

El estudio realizado por Silva-Herzog D., 2011, tomaron tres grupos experimentales

para ver la capacidad de penetrar al interior de los tubulos dentinarios:

e Primer grupo de cinco dias, la inoculacién mostro la penetracion a los tubulos
dentinarios en poca cantidad y profundidad, y la forma de la C. albicans fue
de levaduriforme.

e Segundo grupo de diez dias, la inoculacion ha mostrado una mayor invasion
hacia los tubulos tanto en cantidad como en profundidad, la C. albicans con
forma de levaduriforme y de hifas.

e Tercer grupo de quince dias, se observé una gran cantidad de C. albicans
como hifas en forma de red presentando colonias densas.

De acuerdo a estos experimentos determinaron que el tiempo de exposicion eran
cruciales, la diferencia pudo ser atribuido por el tamafio de la C. albicans y por su
morfologia, (Siqueira, 2002) atribuye también a las condiciones del ambiente para

una fase filamentosa.

Otra causa para atribuir a este estudio fue la presencia del barrillo dentinario,
desechos que se forman durante la preparacion biomecéanica en el interior del

conducto dentario y favorecen su crecimiento de la levadura.
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2.4.6 BIOPELICULAS Y LA CANDIDA ALBICANS

Uno de los mayores avances de la microbiologia ha sido el estudio y el
conocimiento sobre el desarrollo de las agrupaciones de los microorganismos

formando biopeliculas o biofilm. Sirvent F. y Col., 2010.

El biofilm se puede definir como una sociedad o comunidades a un conjunto de
varios tipos de microorganismos, caracterizados por solo requerir un medio
hidratado y una minima cantidad de nutrientes, para desarrollarse. Segun Figdor,
mostraron que la periodontitis periapical asintomética es posiblemente una de las

formas mas comunes de biofilm inducidas y que afectan a los seres humanos.

En los ultimos afios se ampliaron los estudios relacionados con el biofilm ya que se
vio una gran participaciéon como un factor patdégeno en infecciones de diferentes
organos y sistemas como en el urinario y hasta en los conductos radiculares
dentinarios. Pudiendo tornar a las infecciones persistentes ante varios agentes de

eliminaciéon de los mismos.

2.4.6.1 MORFOLOGIA DEL BIOFILM

Al microscopio presentan una variada morfologia desde pequefias formaciones
hasta cadenas de biofilm, pero la forma mas caracteristica encontrada fue la de
champifidn, se encuentran separadas de otras por canales de agua todo dentro de
la matriz de polisacéarido. Se cree que estos canales permiten la distribucion de los
nutrientes y al mismo tiempo la eliminacion de los residuos de las colonias, asi como
la atenuacion de los agentes biosidas externos es decir los antibidticos, irrigantes y
la medicacion intraconductos empleados durante la terapia endodontica. Este tipo
de organizacion de las microbiotas se observaron en biofilm de larga evolucién y no

asi en colonias jovenes e inmaduras. (Sirvent F, Garcia E., 2010).
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2.4.6.2 CAPACIDAD DE FORMACION DE BIOFILM

La formacién del biofilm tiene cuatro fases y fue descrito por Svensater y
Bergenholtz S. y Col., 2010:

e Primera fase. Formacién de una pelicula adhesiva sobre la dentina
promovida por el depdsito de proteinas y otros compuestos que son
derivados de los microorganismos en suspension, es decir de tejidos
necroticos y procesos inflamatorios.

e Segunda fase. Sobre esta pelicula pegajosa se fijjan algunas bacterias
especificas con capacidad de adhesion, de todas las que estan en
suspension.

e Tercera fase. En la primera capa de estas bacterias ya adheridas, segregan
mediadores que por un lado van fijando mas y mas bacterias, por otro lado
también van formando la matriz extracelular de polisacaridos, llegando a
formar la primera barrera caracteristica del biofilm.

e Cuarta fase. El biofilm va madurando y creando sistemas de defensa mas
complejos, también arrojan bacterias a su exterior que cronifican la respuesta

inflamatoria del huésped.

Se dice que la evoluciéon del biofilm es un misterio, es decir no se conocen los
mecanismos por los cuales las bacterias se asocian en biofilm. La madures del
biofilm es directamente proporcional a su capacidad de defensa y ademas a su
resistencia a ser eliminado, en tanto que la desinfeccion prematura es primordial.

(Svensater y Bergenholtz S. y Col., 2010).

2.4.6.3 MECANISMO DE DEFENSA DEL BIOFILM

El biofilm cuenta con una gran capacidad de resistencia debido a la complejidad
anatémica que presenta el conducto radicular, por las zonas de dificil acceso para

los agentes desinfectantes. Al contar con matriz de polisacaridos actian como una
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barrera fisica y quimica ante agentes externos, cambios de ph etc. Manteniendo un
ambiente interior adecuado para la supervivencia, aislandolo del exterior, pero
también tienen comunicacion interna aprovechan el intercambio de material
genético entre las microbiotas, aumentan su capacidad de defensa del biofilm. Las
enzimas producidas por el biofilm promueven la adhesion a otros sustratos o a otros

tipos de bacterias y también actlan inactivando agentes quimicos antiinfecciosos.

El crecimiento en forma de biofilm es la principal forma de vida de las microbiotas y
facilita su supervivencia en la mayoria de las condiciones ambientales, es por lo
tanto que las levaduras han sido encontradas con mas frecuencia en los canales

radiculares infectados. (Sirvent F.y Col., 2010).

2.5 TECNICAS DE LA REACCION DE CADENA DE LA POLIMERASA
MOLECULAR Y ANALISIS MICROBIOLOGICO

2.5.1 EXTRACCION DE DNA, TRATAMIENTO PRE- REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA (PCR)

Para poder extraer el ADN celular deberd ser de sumo cuidado ya que podria
perderse o contaminarse en el proceso. Para este proceso existen muchas técnicas
pero dependera del tipo de estructura a la que queremos atravesar para extraer el
acido nucleico ADN tan preciado y debera estar en un estado puro para su analisis
respectivo. Por tanto existen etapas que se deben seguir.
Las etapas para su preparacion segun Perera J. y Cols., 2002:

e Lisis

e Separacion

e Purificacion
Lisis. El objetivo de este paso es de poder atravesar la barrera que protegen a los

acidos nucleicos, son moléculas que se encuentran en estructuras y estan
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organizadas, por lo que la lisis rompe estas estructuras estas pueden ser

membranas o capsulas, su proposito es de acceder a los acidos nucleicos.

Esta lisis tiene diferentes métodos y se clasifican en. Pereira J. y Cols., 2002:

a) Fisicos

Aqui se realiza la ruptura directamente por medio de una manera fisica por

diferentes técnicas tenemos:

> Abrasion, se realiza en un montero en el cual se macera el tejido o células
mezcladas con bolsas de vidrio, alumina o arena.

Compresidn, con los sistemas de compresion y descompresion en prensas.
Sonicacion, por medio del ultrasonido.

Cizallamiento, con homogenizadores de émbolo.

Y V V V

Congelacién y descongelacioén, colocando a las células en ciclos sucesivos
de congelacion y descongelacion.

» Choque osmotico, se realiza mediante suspension en medios hipoténicos.

b) Quimicos

Este método rompe las interacciones moleculares que mantienen a la membrana,

mediante técnicas quimicas.

c) Enzimaticos

El método degrada compuestos especificos de las membranas y paredes celulares.
Separacion. Posteriormente de causar la ruptura de las estructuras en la fase de
lisis, se va a presentar la molécula en una solucién mezclada con otros tipos de
moléculas variadas. La segunda fase del proceso el cual la mas complicada ya que

se debe separar aislar y purificar el material genético. Consiste en fraccionar la

43



mezcla que se menciono es decir el aislamiento. En esta etapa se aplican técnicas
de bioquimica para la separacion y purificacion, al ser los acidos nucleicos de mayor
tamafio que las otras molecular, ademas de hidrofilicos y de naturaleza acida, las
técnicas aprovechan estas caracteristicas para separar a los acidos nucleicos del

resto de los componentes de la mezcla.

Se sabe que el estado natural los acidos nucleicos se asocian a proteinas basicas
lo cual hace que estas macromoléculas sean contaminantes naturales de los acidos

nucleicos. (Perera J. y Cols., 2002).

Entre las técnicas de bioquimica que mas se utilizan para el proceso de separacion

tenemos, Perera J. y Cols., 2002:

» La sedimentacion especialmente en gradientes de sales de cesio, la cual
permite separar moléculas de proteinas, el RNA, DNA circular plasmético y
el DNA lineal cromosomico.

» La cromatografia la cual retiene moléculas en doble hélice.

» La electroforesis en gel agarosa o de poliacrilamida que permite separar
moléculas de acidos nucleicos por medio de su capacidad de desplazarse en
una reticula de gel. La capacidad de movilizarse electroforéticamente
depende de varios factores, entre ellos estan las caracteristicas propias de
las moléculas como la forma de los acidos nucleicos y su tamafio.

» La didlisis a través de membranas que elimina pequefias moléculas como
sales presentes en la disolucion del acido nucleico.

> Extracciéon con disolventes organicos por medio de fenol, el cual extrae las
proteinas presentes en la disolucion de acidos nucleicos.

» La precipitacion de acidos nucleicos con alcoholes.

» La digestion enzimatica la cual elimina las proteinas unidas a los acidos

nucleicos las cuales son las contaminantes universales.
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2.5.2 AMPLIFICACION DE SECUENCIAS DE ADN, REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA (PCR)

Lareaccion en cadena de la polimerasa conocida como PCR por sus siglas en inglés
polymerase chain reacction, es una técnica de biologia molecular descrita por Kary

Mullis en los afios 1986, ha cambiado el mundo de la biologia molecular.

El fin es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN, es decir es
utilizada para replicar la mayor cantidad de veces en un segmento pequeiio de ADN
particular, logrando identificar con alto porcentaje de fiabilidad a quien corresponda
dicho ADN. Para lograr la replicaciéon de las hebras de ADN se utilizan temperaturas
altas y bajas, calentando y enfriando la mezcla, para lograr el cometido se emplea

el termociclador el cual esta automatizado. (Tamay L. y Cols., 2013).

Gracias a esta técnica se resolvieron uno de los principales problemas en el campo
molecular el cual era aislar secuencias puras de ADN del genoma. El PCR logra la
amplificacion de una secuencia determinada de ADN, con el cual se produce

muchas copias de la misma secuencia. (Perera J. y Cols., 2002).

La técnica de PCR se realiza in vitro tomando secuencias exactas de ADN para su

posterior amplificacion, consta de tres fases. (Perera J. y Cols., 2002):

» Desnaturalizacion de ADN molde, se separan las dos hebras de ADN, se
realiza sometiéndole al fragmento de ADN contenido en la disolucion a altas
temperaturas, se coloca el recipiente de reaccion a 94° Celsius, puede ser
un minuto dependiendo de la longitud de la cadena

» Hibridacion de cebadores que se logra bajando la temperatura a 50° Celsius
por dos minutos para producir la union de cebadores o primers a las zonas
complementarias del ADN que fueran desnaturalizadas previamente. Un
cebador es un oligonucleotido es una copia fiel de una secuencia corta de las

dos hebras de ADN, ubicada en los extremos de la region escogida para
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amplificar. Los cebadores se unen a su secuencia complementaria en el ADN
produciendo una estructura monocatenaria cebada que es el sustrato de las
polimerasas.

» Elongacién, ocurre cuando se pone a la disolucién a una temperatura de 72°
Celsius por tres minutos. A la presencia de los DNPTS, la polimerasa elonga
el sustrato cebado y repitiendo por varios ciclos hasta obtener la amplificacion
del fragmento de ADN cuyos extremos corresponden a los terminales 5° de
los cebadores utilizados, cuya longitud esta definida por la posicion de estos

en la secuencia del ADN original. (Perera J. y Cols., 2002).

2.5.3 ELECTROFORESIS

En el proceso de la electroforesis se realizara la separacion de las proteinas de
acuerdo a su peso molecular en una matriz de poliacrilamida usando un campo
eléctrico, ver anexo 8. Se analizara dicha distribucion y en tanto dependera de la
concentracion del gel de resolucidon con el que se hubiera trabajado. (Yabar C.,
2003).

El genoma y secuencia genética son fundamentales para poder reconocer desde la
familia, el tipo y cepa a la que pertenecen ciertos microorganismos. El
reconocimiento de los mismos se puede dar por medio de la identificacion de su
ADN o de fragmentos del mismo los cuales se forman cuando las enzimas de
restriccion son especificas. Atacan a la molécula de ADN y consecuentemente
ocurre la escisiéon del ADN generando longitudes diferentes por la accién de las
endonucleasas de restriccion. El polimorfismo de longitud de fragmento de
restriccion es el resultado de las diferencias en la longitud de fragmentos de ADN
entre las diferentes cepas de un microorganismo especifico producidas por la

restriccion con una o mas endonucleasas. (Murray P.y Cols., 2009).

Como resultado de lo anteriormente mencionado, el ADN presenta diversos

tamafios en sus estructuras las cuales se pueden identificar de acuerdo a su
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movilidad electroforética en un gel conformado por agarosa. La electroforesis se
basa en el movimiento de las macromoléculas disueltas en un determinado medio,
a través de una matriz y como resultado de la accion de un campo eléctrico. (Perera
J. y Cols., 2002).

Es decir que las diferentes formas de la misma secuencia de ADN Yy las diferentes
longitudes de ADN se mueven a través de una estructura laberintica de un gel de
agarosa a diferentes velocidades, lo que permite su separacién. Murray P., y Col.,
20009.

Es importante recalcar que el movimiento electroforético depende del tamafio, carga
y forma de la molécula, por lo que dos moléculas que presentan diferente movilidad
pueden ser separadas, identificadas, caracterizadas y cuantificadas por medio de la

comparacion con los controles respectivos.

Al ocurrir este movimiento del ADN a través del gel, se puede ver las bandas de
ADN por la tincion dada por el bromuro de itidio. Los fragmentos de ADN de menos
de 20.000 pares de bases que por lo general son los plasmidos bacterianos o virus
son los que se pueden separar y visualizar por medio de este método electroforético.
(Murray P., y Col., 2009).

2.5.4 DETECCION DE ADN PERTENECIENTE A CELULAS MUERTAS O
VIABLES POR TECNICAS MOLECULARES.

Las técnicas moleculares actuales como la reaccion en cadena de la polimerasa
son capaces de identificar tanto material genético de células vivas como muertas de
los microorganismos presentes en los tejidos enfermos, lo cual puede ser
considerado una ventaja y desventaja a la vez. En cuanto a la ventaja de reconocer
ADN que proviene de células muertas, es de gran utilidad cuando las bacterias

recolectadas en la muestra han sido afectadas por la transportacion, aislamiento y
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manipulacién con lo cual a pesar de morir en este proceso son reconocidas por

medio del analisis de su ADN.

No obstante reconocer ADN de células muertas en el tejido enfermo puede sugerir
de manera falsa que la presencia bacteriana esta involucrada en la fisiopatologia de
la enfermedad y no necesariamente ser asi ya que las bacterias identificadas ya

estadn muertas.

A pesar de lo mencionado anteriormente el hecho de encontrar la presencia de
ciertas especies en los tejidos perirradiculares, es de gran importancia clinica ya
gue da un parametro para seguir en cuanto al tratamiento tanto clinico como
antibiotico que serd mas eficaz de acuerdo a los microorganismos identificados.
(Murray P. y Col., 2009).
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CAPITULO I

3.1 RESULTADOS

3.1.1 ANALISIS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Tabla N° 4 Distribucion de la poblacion en estudio

Poblacion 2016 Diagnostico — Género
Diagnostico Masculino Femenino Total
Periodontitis periapical asintomatica 49 % 14% 63%
primaria
Periodontitis periapical asintomatica 30% 7% 37%
secundaria

En la anterior tabla se describe la poblacién atendida con periodontitis periapical
asintomatica en la clinica de la especialidad de endodoncia en la gestion 2016 en

la Facultad de Odontologia de la UMSA con respecto al género y diagndstico.

De la poblacion de estudio de 59 muestras totales se obtuvo los siguientes

resultados:

En la periodontitis periapical asintomatica primaria en el sexo
masculino se obtuvo un 49% (que representa 29 muestras), en el sexo
femenino se obtuvo un 14% (que representa 8 muestras), haciendo un total del 63%

(que representa 37 muestras).

e En la periodontitis periapical secundaria en el sexo masculino se obtuvo
30% (que representa 18 muestras), en el sexo femenino se obtuvo un 7%
(que representa 4 muestras), haciendo un total de 37% (que representa 22

muestras).
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Tabla N° 5. Descripcién de la poblacidén en estudio

Poblacién Grupo dentario - Género

Grupo dentario Femenino Masculino Total

Incisivos y Caninos 27% 7% -

Premolares 17% 15% 32%
Molares 19% 15% 34%

En la anterior tabla se describe la poblacion atendida con periodontitis periapical

asintomatica en la clinica de la especialidad de endodoncia en la gestién 2016 en

la Facultad de Odontologia de la UMSA con respecto al grupo dentario y género,

donde un 27% de las muestras en estudio del 2016 fueron del sexo femenino y del

grupo dentario de incisivos y caninos.

Tabla N° 6 Distribucion de la poblacion con diagnostico primario

Poblacién- Periodontitis periapical asintoméatica primaria
Grupo etareo y Género
Edades Género Total
Femenino Masculino

12a20 11% 19% 30%
21 a29 13% 9% 21%
30a38 6% 15% 21%
39a48 2% 11% 13%
Mayores a 49 6% 9% 15%
Total - 62% 100%

En la anterior tabla se describe la poblacion en estudio con periodontitis periapical

asintomatica primaria relacionado con el grupo etareo y género, donde un 19% de
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la poblacion estudiada con periodontitis periapical asintomatica primaria esta

representada por el género masculino comprendido entre los 12 a 20 afios.

Tabla N° 7. Distribucién de la poblacion con diagnostico secundario

etareo y género

Poblacién- Periodontitis periapical asintoméatica secundaria- Grupo

Edades Femenino Masculino Total
12a20 8% 8%
21a?29 25% 25%
30a38 8% 25% 33%
39 a48 17% 17%
Mayores a 49 8% 8% 17%
Total 67%

En la anterior tabla se describe la distribucién de la poblacion en estudio con

periodontitis periapical asintomatica secundaria de acuerdo al grupo etareo y

género. Un 25%

la poblacion estudiada con periodontitis periapical

asintomatica secundaria pertenecen al grupo etareo comprendido entre los 21 a

29 afios mujeres y otros 25% de 30 a 38 afios en varones.

3.2 RESULTADOS DE LA APLICACION DE LA REACCION EN CADENA DE

LA POLIMERASA
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Tabla N° 8 En la siguiente tabla se muestra la presencia y ausencia de los genes
marcadores especificos de 23 S y de C. albicans en las 58 muestras sometidas al
laboratorio de Biologia Molecular para ser procesadas por medio de la PCR

Muestra LEVADURAS 23S C. albicans
1 1L - -
2 2L
3 3L
4 4C
5 5C
6 6C
7 7L
8 8C
9 9C
10 10C
11 11
12 12C
13 13C
14 14L
15 15L
16 16C
17 171 + +
18 18C
19 19L
20 20L
21 21L + +
22 221 + +
23 23L
24 24L + +
25 25L
26 26C
27 27L
28 28L
29 29L
30 30C
31 31 + +
32 32
33 33
34 34C
35 35C
36 36C
37 37C
38 38C
39 39C
40 40C
41 41C
42 42C
43 43C
44 44C
45 45C
46 46C
47 47C
48 48
49 49
50 50L
51 51L
52 52L
53 53L
54 54C
55 55C
56 56C
57 57
58 58L

Fuente: Biologia Molecular del Instituto de Investigacion Farmaco Bioquimica de la
Facultad de Ciencias Farmacéutica y Bioquimicas de la U.M.S.A.
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3.3 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA APLICACION DE LA REACCION
EN CADENA DE LA POLIMERASA

Tabla N°9 Resultados de la Reaccién en cadena de la polimerasa para C. albicans

en la poblacion de estudio.

PCR para C. albicans - Resultados
Resultados ‘ namero de pacientes %

Positivos 5 8%

Negativos 54 92%

En la anterior tabla se muestra los porcentajes que representan los resultados
positivos y negativos de la aplicacion de la PCR, para la identificacion de C. albicans
en periodontitis periapical asintoméatica, donde el 8% de las muestras recolectadas
de las piezas dentarias con periodontitis periapical asintomatica mostraron ser

positivas a la presencia de C. albicans

Tabla N° 10 Resultados positivos de la Reaccion en cadena de la polimerasa para

C. albicans de la poblacion en estudio de acuerdo al género.

PCR C. albicans, Positivos, Género

Género NUumero de pacientes %
Femenino 1 20%
Masculino 4 80%

En la anterior tabla se representa de forma porcentual las muestras positivas con
respecto al género, donde el 80% de las muestras en la que destaca C. albicans

pertenece al género masculino de la poblacion.
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Figura N. 9 Representacion porcentual de las muestras positivas con respecto al

género.

PCR C. albicans - Género

Femenino Masculino

20%

80%

El 80% de las muestras en la que destaca C. albicans pertenece al género

masculino de la poblacion.

Tabla N° 11 Resultados positivos de la poblacion de estudio

PCR C. albicans - grupo etareo
Edades N° de Pacientes
12 a 20 afios 40%
21 a 29 afos 2 40%
30 a 38 afios 1 20%

En la anterior tabla se muestra la distribucién de la presencia de C. albicans de la
poblacion en estudio de acuerdo al grupo etareo, donde un 40% pertenecen al grupo
etareo de 12 a 20 afos y el de 21 a 29 afios el otro 40% de las muestras positivas

de C. albicans.
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Tabla N° 12 Resultados positivos de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa para

C. albicans.

PCR C. albicans - grupo dentario
N° de pacientes %

Incisivos y caninos 2 40%

Premolares 3 60%

En la anterior tabla se muestra la distribucion de los resultados positivos de la
reaccion en cadena de la polimerasa para C. albicans de la poblacion en estudio
de acuerdo al grupo dentario, donde el grupo de premolares es mas representativa

con el resultado del 60% siendo con la diferencia de los incisivos y caninos con el

40%.

Tabla N° 13 Resultados positivos de la reaccion en cadena de la polimerasa para

C. albicans de la poblacion en estudio.

PCR C. albicans- positivos- Diagndstico

NO
Diagnostico :
g Pacientes

Periodontitis periapical

o 3 60%
asintomatica primaria
Periodontitis periapical

_ . _ 2 40%

asintomatica secundaria

En la anterior tabla se muestra la distribucién de los resultados positivos de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa para C. albicans de la poblacion en estudio
de acuerdo al diagnéstico, donde en la poblacion con periodontitis periapical

sintomatica primaria resulto el 60% de frecuencia y en la secundaria con el 40%.
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Tabla N° 14 Resultados positivos de la poblacion en estudio

PCR C. albicans, positivos - grupo etareo - género
‘ Edades Género
Femenino Masculino
12 a 20 afios 40%
21 a 29 afios 20% 20%
30 a 38 afios 20%

En la anterior tabla se muestra la distribucion de los resultados positivos de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa para C. albicans de la poblacién en
estudio de acuerdo al Grupo etareo y género, donde en la poblacion masculina
entre las edades de 12 a 20 afios presentaron un 40% para la presencia de C.

albicans.

3.4 DISCUSION

Se ha investigado la presencia de C. albicans en las periodontitis periapical
asintomética primaria y secundaria, en los cuales estos resultados de este estudio
mostraron que se encuentran por debajo de lo reportado del articulo de referencia

gue se tomo de Aysin Dumani y Colaboradores.

Se corroboro que estos microorganismos son hongos resistentes en la cavidad
bucal a los procedimientos de tratamiento del conducto radicular, como se muestra
en estudios realizados de Poptani B. y Colaboradores y Romero Salazar, ademas
de Siqueira y Colaboradores que también indican que encontraron presencia de C.
albicans.

Sin embargo Waltimo Tuomas indica que no se encontrd presencia de levaduras en

las muestras en lesiones periapicales, estas levaduras estdn particularmente

56



asociados con infecciones persistentes que no responden a una terapia endodontica

comun.

3.5 CONCLUSIONES

e De acuerdo a los estudios realizados se identificaron 59 muestras de los
cuales 63% (37 muestras) son de diagndésticos de periodontitis periapical
asintomatica primaria y 37% (22 muestras) de periodontitis periapical

asintomatica secundaria.

e En el método molecular o también conocido como PCR, se obtuvieron un
gran namero de copias de un pequefio fragmento de ADN, logrando

identificar con alto porcentaje de fiabilidad.

e Se recolectaron las muestras tanto en hombres como en mujeres en conos
absorbentes estériles los cuales se llevaron a laboratorio para su

identificacion de la C. albicans.

e En la toma de muestra se utilizo las puntas de papel donde se introdujeron
en tubos de ependorf estériles de 1.5ml, los cuales se mantuvieron en frio (-
20°C). Las muestras se llevaron a 37°C por dos horas en horno de secado,
se retiraron las muestras y se mantuvieron a temperatura ambiente por 24h
luego se llevaron las muestras al laboratorio de biologia Molecular del
instituto de investigaciones en el cual se mantuvieron a 4°C, posterior a esto

estas muestras quedan listas para su respectivo proceso de identificacion.

e En la técnica laboratorial se utilizo el método de extraccion del material
genético, para levaduras, utilizando el kit de Promega Wizard, de acuerdo a
los protocolos del fabricante. Se realiz6 un control positivo de DNA extraido

de un control positivo para cada cepa; en este caso se utilizaron: una cepa
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pura de C. albicans, adquiridas de INLASA, se preparé el mix de PCR con
las concentraciones correspondientes de: Buffer, MgCI2, dNTPs, Primers
forward y reverse, BSAy Tag, una vez finalizado el PCR, se realiz6 la corrida
electroforética en un gel de agarosa al 2%, sembrando 5 ul, la corrida se
realizé durante 20-25 minutos de 100-135V y para finalizar se coloca el gel
de agarosa en Bromuro de lItidio durante 5-10 minutos, dependiendo de la

antigiiedad del mismo, y se observan los resultados en un transiluminador.

3.6 RECOMENDACIONES

De acuerdo al estudio y andlisis de los resultados realizados sobre la presencia de

C. albicans en el interior de los conductos radiculares en pacientes atendidos en la

clinica de Especialidad de Endodoncia de la Facultad de Odontologia de la UMSA

se recomienda lo siguiente:

Llevar a probar nuevos medicamentos intraconductos o protocolos para
eliminar a estos hongos del sistema del conducto radicular.

Realizar mas investigacion para evaluar su presencia en las periodontitis
periapical asintomatica primaria y secundaria he implementar medidas
terapéuticas que ayuden a eliminar a la C. albicans y otros microorganismo.
Llevar a cabo mas estudios de este tipo, utilizando el mismo protocolo de
identificacién, para establecer con la misma precision la epidemiologia de la
C. albicans en la ciudad de La Paz.
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La Paz, 11 de febrero del 2016

Dra. Maria Teresa Alvares Aliaga
Directora del instituto de investigaciones farmaco bloguimicas

Presente. -
REF.-ACEPTACION DE TUTORIA DE PROYECTO DE GRADO

Mediante la presente me dirljo a su persona para solicitarie la aceptacion de tutorfa de mi
proyecto de grado “Presencia de Cindida Albicans en piezas dentarias con periodontitis
periapical crénica primaria y secundaria®, para la Especialidad de Endodoncia de |a Facultad de
Odontologia UMSA.

Me despido de su autoridad agradeciendo sus atenciones.




Anexo N° 1 Comité de Eticay Bioética Aprobado por Medicina (Consentimiento
Informado)

COMITE NACIONAL DE BIOETICA

Comisién de ética de la investigacién

Universidad Mayor de San Andrés
Facultad de Odontologia
Especialidad de Endodoncia
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Y O de forma libre y voluntaria estoy
de acuerdo en colaborar el proyecto de grado de la Dra. Stephany
Mercado y Dra. Denniz Ventura, las cuales secaran dentro de mi diente
con un algodon y este algoddén en vez de botarlo a la basura lo utilizaran
para hacerles unos estudios de laboratorio y ver si tienen unos gérmenes
gue podrian hacer que mi diente no sane.

Se me ha explicado el procedimiento y conozco que el estudio no me
provocara ningun dafio ni perjuicio, ademas es de mi conocimiento que no
se me dard ningun tipo de compensacion econémica.

El proceso sera estrictamente confidencial y mi nobre no sera mencionado
en ninguan informe.
Mayor informacion contactar:

Dra. Mercado Cel. 70571270, Dra. Ventura Cel. 70592464

Nombre del paciente/o tutor Firma Fecha



Anexo N° 2 Aval Etico Aprobado por Medicina

COMITE NACIONAL DE BIOETICA
?’ P

Comisién de ética de la investigacion

AVAL ETICO

A quien corresponda

La Comision de Etica de |a Investigacion del Comité Nacional de Bioética (CEI-ONB), tiene a bien
informar que fue presentado a la CEILONB, para su revision y aval ético el proyecto de grado:
IDENTIFICACION DE ENTEROCOCCUSFAECALISY CANDIDAALBICANS EN PIEZAS DENTARIAS CON
PERIODONTITIS PERIAPICAL CRONICA PRIMARIA Y SECUNDARIA por las Dra. Denmis Sonia
Ventura Nogales y la Dra. Stephany Mercado Canedo , ambas cursantes de la Especialidad de
Endadoncia de |a Universidad Mayor de San Andrés - Facultad de Odontologia

El Comité de £tica de la Investigacién ha revisado la propuesta v reallzo observaciones sugirid
ciertas modificaciones y aclaraciones, las cuales quedaron subsanadas por las cursantes y
aprobadas por su tutor Dra. Maria Teresa Alvare: y cuya constancia consta en los archivo de la
Comision

Por tanto sé tene a bien certificar que o proyecto IDENTIFICACON DE
ENTEROCOCCUSFAECALISY CANDIDAALBICANS EN PIEZAS DENTARIAS CON PERIODONTITIS
PERIAPICAL CRONICA PRIMARIA Y SECUNDARIA cumple con todos los requisitos éticos, por lo
que los miembros de k3 CEILONB le otorgan & respectivo AVAL £TICO para la prosecucion en su
ejecunion

Atentamente

ComMTE WL DE BIOETIC
‘ oy 1W¢nnuuwnm.r
Dra. INGRID GABY

MELGAREIO POMAR
COORDINADOR .

La Paz, agosto 8, 2016

c.c. Arch




Anexo N° 3 Historia Clinica de la Especialidad
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UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

POSGRADO
CODIGOE-1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARA TRATAMIENTOS DE LA ESPECIALIDAD EN ENDODONCIA II VERSION

A ser Menodo & mono por ef padlente moyer de edod 0 por ¢f apoderado del paciente meror de edod, &f presente
documento debe i ocompodado de fo fotecopio simple dal carmet de identidod del pociente o su apoderado, Todes
fos hojas de este documento debun estar fiemadas y selladas por of profesionol @ cargo del trotamiento y firmadas

por el peciente o sy apoderado.

T L O — RRR— | | & WSS— — erpedido m. . ... ..on mlcondckdn de gschen
LY R A— SRR VSRR NS STERGUOOSUS] T ot cursante de e [speciabidad en Endadoncd || Versdn,

DECLARD: Clus ol Dr i bt ittt e bbb s e srenia TOR HiR AP NEN [0 igutuni

1. Es impotante que Ud, £ste Informado que el tratamiento da conducts que redlicamas @s Suds) disntelsl oy un
pequeno 3Cto quiringica para poder mantener yels] pleals) en boca y como cualguier otro tratamento gulrirges e
suceptible de generdr alpnas corpdicacionss.

2. Lateoa de &xt0 qUE se IR Con wa tratamint dod © por primera Instancis Bega 2 un 85-50% y un trtamiento
@ sagunds instoncis [retratamiento) lega a vn 75.80%

3. Que ol cumplimiento por parte del gacieate de la asistencia a s Stin programades y de las indicaciones «
Instrucciorss imparticys sos condickdn fundamental para el dxo dal ratamiants. Que, en tasa de ne sxstic s tres
Citas Corcecutivas de maners Injustificachs, fa Facutad de Odontologla considerard mi tratamiento coma ABANDONO
3in posibilidad de reclamo yfo reambalsa.

4. Por esta rezde, queremes infdrmala sobee l0s procederientos que debes cumaline:

4] Ud. Debe recible varias tomas radiagrificas v/o tamagrifices.
k| Mientras dura el tratamiento v hasta que se realice la resicricda definitiva debe taner tuddsde con
madticer alimaentos durcs para evaar posibles fracturas.
o Puede axistir us greda de inflamacidn,
d|  Cumpilr con los medicamentos recatadas.
) En aguncs casos espaciales y sepin @ criteria grofesional serd mecesario realizar wna resolucide
qardrgics
I ARIn accidente o complcacidn que e produrca durante I3 1erapia signiticars sa algunos casss exiraccide
total © parcial de ls piezs dentaris,
Conduida o tratamiesto endodontico debe realizarse & restauracian final en un térming de 10 dias para
evitar posibles fracturas, fitraciones u otras complcaciones.
R Aotes durante y despuiks del tratiminnto pusde ser necessrio la toma de fotograffas para realizarse de forma
andnima y ton fines de nvestigacidn
I} Durante lys sesiones y concluido el tratamiento endodantico pusde eourre algunas eventuslideces coma:
I. Dalor leve (molestia] s normal en fas primeras 48 horas
I, Dokoresp MO © P do{al centacto con of dente opuesto] €5 nomal, pero el uso de un paaigtsico
= antnflanatonio ayudara,
i, Ante un dolor fuere espantoneo © provocado (al Contacto con of dientel le azonsefamos que retome o la
theics para que podamas examinarks y determinar la major sokasdn
LM M sicha nformado sove un 53006 e Fa2asd que puerds exntr y wies alpanas 35pacios que debe tener en cuenes
IS 3¢ stovitenie » dheho eratamiento,
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UMivERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES

FACULTAD DE ODONTOLOGIA
PosGraDoO

CODIGO E - 2 - HISTORIA CLINICA
PROGRAMA DE ESPECIALIZACION ENDODONCIA Il VERSION

o DR L O TURAIR A LR S T TL LT ST 10 £ ——
Coeradoe
Rombre y Apellido clel POGErte ... ... rsreeessms e veas smmsasssmssnssns s 11108

Domidho......

Motivo de consulta:
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ANTECEDINTES PAT ;

(] Hpartemidn [0 Oweopeross O Ukera

] iabete: [ Ciacer 3 Enf. Tronsm. Sexual
[ Hepating [ A 1 Enl. munodefickncia
] Enf. Cardiaca ) Asma 1 trf. Sicoldg ) shquica
£ Fietee Reumdtica O Epilegsia ) Embaraco

C tnd Respiratoriy ) Anemia 3 Otros

LExth an tratarmiento rmddico?

LE51A tomando Medicamentos? ofs receta;

LLERGIAS
ANTECEDENTES ODONTOLOGICOS:

itiena visits sl edantdlogs {fecka, couss)

Alergis & anestésico i D ]
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UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

POSGRADO

Examen Intraoral:

PIEZA DENTARIA: e

a. Sintomas Subjetivos:

Dolor: a) Presente  b) Ausente

Ubicacion del dolor: a) Localizado b) Difuso c) Referido  d) Irradiado
Caracteristicas del dolor: a) Continuo  b) Intermitente

Espontaneo: a) Diurno b) Nocturno

Provocado: a) Frio b) Calor c) Presién  d) Masticacion
Duracién: (Seg., Min., Hrs.)

Intensidad: a) Leve b) Moderado  c) Severo

Sensacién de elongacion: a) Presente  b) Ausente

b. Sintomas Objetivos

Extraoral: a) Tumefaccién  b) Presencia de tracto sinusal  c) Ganglios palpables

Intraoral: a) Tumefaccién  b) Presencia de tracto sinusal

Corona: a) Caries b) Obturacion ¢) atricién d) Abrasién
f) Abfraccion h) Traumatismo

Otros

Cambio de coloracion de la pieza a) Presente b) Ausente

Exposicion Pulpar: a) Presente b) Ausente

c. Exdmenes Clinicos

Dolor a cambios térmicos:  a) Ninguna b) Frio c) Calor d) Ambos
Dolor a la percusidn: a) Ninguna b) Leve c) Moderada d) Severa
Dolor a la Palpacion: a) Presente b) Ausente

Excavacion de caries a) Con exposicién  b) Sin exposicién

Movilidad Dentaria: a) Grado | b) Grado Il c) Grado Il

d. Examen Radiograficos

Céamara Pulpar:
a) Amplia b) Parcialmente calcificada  c) Totalmente calcificada

d) Destruida  e) Ocupada mat. RO f) Otros
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UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
POSGRADO
Conducto Radicular:
a) Amplio b} Parcialmente cakificado ¢ Tetalmente cakificado
a) Unico b] Mdtiple <) Bifurcado
a) Reabsorddn Interna  b) Relleno RO
Camento! a) Novmal b| Apexogéness incampl, ) Reabsordon Externa
d) Otres,
Ligsmento Feriodontal. &) Norma h) Engrosado
Mueso alveolar: o) Normal b) Ares RL apical ¢ Aren AL furcal
d) Area BL laters! e Otros,
DIAGNOSTICO PULPAR ........... P ASTIE LESEET I EE U V7 B L A S 0ootty [P LI T Se I VRNt oo,
DIAGROSTICO PERIRRADICULAR ...,
TIPO DE INTERVENCION: ... PET NPTV UT IO IO S 2 PIOVNIOOT NST TORERE Y (s « K. LR SR DRR SO & Y
FRONQSATICO POST TRATAMIENTO v "
AUTORIZADO POR: T
FIRMA:, FECMA: e 00 040 8504004430 0900 §004 400 00500800 82850 415004000 BISEII149
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Anexo N° 4 Fotografia de Aislado Absoluto con Goma Dique




Anexo N°5 Fotografia de Facultad de Odontologia UMSA




Anexo N° 6 Fotografia de Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioguimica
UMSA
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Anexo N° 7 Fotografia de la Clinica de Especialidad de Endodoncia de la

Facultad de Odontologia U.M.S.A.




Anexo N° 8 Fotografia de Resultado de Electroforesis
Corrida electroforética del marcador de peso molecular y lo primers generales y

especificos utilizados para el andlisis molecular de muestras dentales

.C ' Levaduras MP
albicans
C-D ITS1-ITS4
158 Pb 550 Pb




