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RESUMEN

La presente investigacion se realizé con el objetivo de identificar la frecuencia de
C. albicans en conductos radiculares necroticos con y sin presencia de lesion
apical de pacientes con Diabetes Mellitus tipo Il, tomando como grupo control
conductos radiculares necréticos de pacientes sanos. Se obtuvieron muestras
microbianas de 47 dientes con pulpa necrotica, identificando la presencia de C.
albicans a través de PCR y electroforesis, cuantificando los resultados en una
base de datos. Dado a que la Diabetes Mellitus favorece el desarrollo de
infecciones por levaduras, se identific6 con mayor frecuencia a C. albicans en
aguellos pacientes diabéticos con muchos afios de evolucion de dicha
enfermedad, asi como aquellos que contaban con bajo control glucémico, lo cual
ayuda a establecer las variables clinicas que pueden repercutir sobre el éxito del
tratamiento endoddntico en este grupo de pacientes, ya que como se sabe, C.
albicans es considerado uno de los microorganismos causantes del fracaso

endodontico.
ABSTRAC

The aim of this study was to determine the frequency of C. albicans associate with
necrotic root canals with and without the presence of apical lesion of patients with
Diabetes Mellitus type Il, taking as a control group necrotic root canals of healthy
patients. Microbial samples were obtained from 47 teeth with necrotic pulp tissues,
the presence of C. albicans was obtained through PCR and electrophoresis,
quantifying the results in a database. Given that Diabetes Mellitus favors the
development of yeast infections, C. albicans was identified more frequently in
those diabetic patients with many years of evolution of this disease, as well as
those who had low glycemic control, which helps establish the clinical variables
that may affect the success of endodontic treatment in this group of patients, since
as is known, C. albicans is considered one of the microorganisms that cause

endodontic failure.

(C. albicans, necrosis pulpar, infeccién primaria, Diabetes Mellitus tipo Il, PCR).




1. INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus actualmente se considera una pandemia con tendencia
ascendente. Se estima que 346 millones de personas sufren diabetes en todo el
mundo, debido a esto, la organizacion mundial de la salud (OMS) predice que esta
cifra aumentara a 439 millones en el 2030 (1). El tipo de Diabetes Mellitus 1l o
también llamada no insulinodependiente, representa aproximadamente el 95% de
todos los casos de diabetes, se menciona que su etiologia y patogenia es
multifactorial (2).

Existen varios mecanismos bioldgicos que podrian explicar la interaccion entre la
Diabetes Mellitus y la enfermedad pulpar, debido a que especificamente la
Diabetes Mellitus tipo Il puede considerarse una manifestacién de la respuesta
inflamatoria del huésped, ya que la respuesta de fase aguda inducida por
citoquinas esta estrechamente involucrada en la patogenia de la periodontitis
apical (3).

En relacion a lo anterior, la hiperglucemia ejerce efectos sobre las células y tejido
pulpar dafiado, donde se genera una proliferacién bacteriana debido a la muerte
de leucocitos, por aceleracion del proceso de apoptosis, inhibicién de la funcion de
los macréfagos, producido por cambios vasculares en la pulpa dental que
provocan un decremento de la células de defensa y tension de oxigeno, asi como
un incremento en el nimero de bacterias anaerébicas (4,5).

Sin embargo, se ha establecido firmemente que C. albicans es uno de los
patdgenos oportunistas con mayor prevalencia y dificil erradicacion en bocas de
pacientes diabéticos, principalmente mal controlados (6). La literatura refiere
diversos factores que contribuyen a su desarrollo, como es el tipo de Diabetes
Mellitus, el tiempo de evolucién de la enfermedad y el nivel de glucosa (7,8). En
endodoncia se ha identificado la presencia de hongos en infecciones
intrarradiculares primarias y secundarias, principalmente asociadas a lesiones
perirradiculares. Con base a lo anterior se ha demostrado la resistencia de
Candida spp. hacia algunos medicamentos comunmente utilizado en endodoncia,

incluido el hidréxido de calcio mezclado con vehiculos inertes (9).




2. ANTECEDENTES
2.1. ANTECEDENTES GENERALES
2.1.1. INFECCION DEL CONDUCTO RADICULAR

Se ha determinado que las bacterias y sus productos son el principal factor
etiologico del desarrollo de caries, asi como de la enfermedad pulpar y periapical,

al tener éstas la capacidad de formar un biofilm (10).

El biofilm, se define como una capa viscosa, compuesta de una matriz de
polisacaridos, proteinas y microorganismos, la cual es resistente y dificil de
erradicar. Estas comunidades microbianas pueden incluir bacterias, hongos y

espiroquetas (11).

Al infectarse el conducto radicular, se ocasiona la destruccion del tejido pulpar y la
formacion de una lesién periapical, posterior a la destruccién pulpar, se genera un
“‘espacio muerto” dentro del conducto radicular, en donde hay ausencia de
circulacién vascular, credndose el ambiente adecuado para la colonizacién de
microorganismos Yy para la degradacion de los componentes proteicos proveniente
de los fluidos corporales. Las principales vias de contaminacion pulpar son la
exposicién de tubulillos dentinarios, exposicion directa de la pulpa, a través de la
circulacion sanguinea, foraminas laterales y apicales (12).

Por lo que piezas dentales con pulpas necroticas y lesiones periapicales indican la
presencia de bacterias dentro del sistema de conductos radiculares. Lo que puede
ocasionar, periodontitis apical, un proceso inflamatorio que se desarrolla alrededor

del 4pice acompafiado de resorcidon 6sea (13,14).
Causas de la infeccion del conducto radicular

Miller en 1973 (10), descubrié por primera vez la invasién bacteriana en tubulos
dentinarios de 6rganos dentales con caries, la cual consistia en cocos y bacilos.
Mientras Keyes en 1960 (15), demostré que la caries dental no se desarrollaba en

animales libres de gérmenes, alimentando a estos con diferentes dietas.




Tiempo mas tarde Kakehashi y colaboradores en 1965 (16), establecieron que la
necrosis pulpar junto con las lesiones periapicales solo se desarrollan en ratas
convencionales y no en ratas libres de gérmenes, al mantener expuesta la pulpa
cameral a la cavidad oral. De igual forma, en un estudio realizado en dientes de
monos, Modller y colaboradores en 1981 (17) probaron que solamente pulpas
necroticas infectadas indujeron la formacién de lesiones perirradiculares, mientras
qgue pulpas necréticas no infectadas por microorganismos mostraron ausencia de
cambios patoldgicos en los tejidos perirradiculares. Sundqvist en 1976 (18),
confirm6 en su estudio el papel importante de las bacterias en las lesiones
perirradiculares de dientes humanos, en el cual las bacterias fueron las Unicas que
se encontraron en conductos radiculares de dientes sin pulpa con la presencia de

destruccion de hueso perirradicular.

Tal es el caso que cuando la pulpa dental es expuesta por caries, desgaste dental,
iatrogenias durante preparaciones dentales, fracturas traumaticas o fisuras, las
bacterias orales puede invadir facilmente la pulpa y causar inflamacion de la
misma. Mientras tanto, los productos metabdlicos de las bacterias son los
responsables de la reaccion inflamatoria y subsecuentemente de la desintegracion
e infeccidbn del espacio pulpar. Si la infeccion en el conducto persiste, la

inflamacion cronica del area periapical inducira la perdida de hueso (19).
Tipos de infeccion del conducto radicular

Existen diferentes tipos de infeccion del conducto radicular, los cuales usualmente
estan asociados con diferentes condiciones clinicas. La infeccion intrarradicular
primaria, es la primera causa de afecciones perirradiculares agudas o crénicas. La
infeccion intrarradicular secundaria o persistente es la segunda causa de una
lesion perirradicular cronica, la cual ocasiona persistencia de sintomas, exudado, o

fracaso del tratamiento endododntico.

Los microorganismos que ocasionan la infeccion secundaria, penetran al conducto
radicular durante el tratamiento endodontico, ya sea entre citas o al finalizar el

tratamiento. Por otro lado, en la infeccién intrarradicular persistente, los




microorganismos en algin momento resistieron 0 sobrevivieron a los
procedimientos de desinfeccion y pueden ser miembros de la infeccion primaria o
secundaria (20). En estos ultimos dos tipos de infeccion, la microbiota se compone
de una sola especie o al menos de un nimero pequefio de especies comparado
con la infeccién primaria, predominando las bacterias Gram-positivas (21). Aqui
Unicamente los hongos pueden encontrarse en un nimero significativamente alto,

en comparacién con la infeccion intrarradicular primaria (22—24).

Infeccion intrarradicular primaria

Las infecciones endodoOnticas primarias son causadas por microorganismos
orales, los cuales usualmente son patdgenos oportunistas. Tedricamente,
cualquiera de las mas de 400 especies microbianas de la microbiota oral pueden

invadir el conducto radicular necrotico y establecer un proceso infeccioso (25).
Factores que influyen en la microbiota

Las cepas de patdgenos pueden diferir en virulencia. Tales diferencias pueden ser
una de las explicaciones por las qué algunas especies se encuentran en casos
sintométicos y asintomaticos. El sinergismo entre especies, en comunidades
mixtas y el nimero de microorganismos, son otras de las posibles explicaciones.
Otros factores importantes son las condiciones ambientales y la resistencia del
huésped, puesto que las bacterias pueden cambiar su comportamiento,
volviéndose virulentas debido a las tensiones ambientales generadas por
inanicion, densidad de poblacién, pH, calcio, hierro, osmolaridad y temperatura
(26,27).

Sin embargo, los principales factores ecoldgicos que afectan la supervivencia de
las especies en un ambiente endodontico son la disponibilidad de nutrientes, el

nivel de oxigeno y pH (28,29).

Por otro lado, la patogenicidad de los microorganismos esta influenciada por

diversos factores, como es la interaccion bacteriana, la evasion del huésped,
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comunicacién celular bacteriana, la liberacion de LPS y la producciéon de enzimas

proteoliticas, como son las colagenasas, fibrinolisinas o proteasas (30,31).
Microbiota (prevalencia de microorganismos)

El nimero de especies bacterianas en los conductos radiculares puede variar de 1
a mas de 12, y el nimero de bacterias varia entre 102y 10° por conducto radicular.
Existe una correlacion entre el tamafio de la lesion periapical y el niumero de
especies y bacterias presentes en el conducto. Por lo tanto, los dientes con
lesiones grandes generalmente albergan mas especies bacterianas y tienen una
mayor densidad de bacterias en sus conductos radiculares, que los dientes con

lesiones pequeias (32).

En general, las infecciones primarias son mixtas y predominan las bacterias
anaerdbicas, como Bacteroides, Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium,
Treponema, Peptostreptococcus, Eubacterium y  Campylobacter. Los
Estreptococos facultativos también se encuentran comunmente en infecciones
primarias, mientras que algunas bacterias anaerobias Gram negativas estan
estrechamente asociadas a las lesiones perirradiculares sintométicas, aunque,

también se han observado en casos asintomaticos (33—-35).
Infeccién extrarradicular

Las infecciones extraradiculares pueden ser primarias, secundarias o persistentes,
la forma mas comun de éstas es el absceso perirradicular agudo y su origen

proviene de una infeccion intrarradicular.

La mayoria de las especies detectadas en este tipo de infeccion, suelen ser
patdgenos orales oportunistas que normalmente no pueden sobrevivir en un

entorno tan desfavorable (20).

El desarrollo de lesiones perirradiculares crea una barrera dentro del cuerpo para
prevenir una diseminacion de microorganismos. El tejido 6seo se reabsorbe y se

sustituye por un tejido granulomatoso que contiene elementos de defensa, tales
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como células (fagocitos) y moléculas (anticuerpos y moléculas de complemento).
Generalmente esté presente en el foramen apical una pared densa compuesta de
leucocitos polimorfonucleares o con menor frecuencia un tapdén epitelial

bloqueando la salida de microorganismos hacia los tejidos perirradiculares.

Dado que los microorganismos establecidos en los tejidos perirradiculares son
inaccesibles a los procedimientos de desinfeccibn endodoéntica, la infeccion

extrarradicular puede ser un factor sobre el fracaso de la terapia endodontica (36).

2.1.2. CANDIDA ALBICANS

C. albicans, es un comensal fungico que comunmente puede encontrarse en boca,
sistema digestivo, piel y genitales de individuos sanos (37,38), ademas de
encontrarse en conductos radiculares, con mayor prevalencia en aquellos
conductos tratados endoddnticamente asociados a lesiones perirradiculares, por lo

gue se considera uno de los factores etiolégicos del fracaso endoddntico (39).

La forma mas comudn para que este microorganismo prolifere hacia la pulpa es a
través de los tubulos dentinarios, cuyos didmetros se aproximan a 2.5 micras
cuando estos se encuentran cerca de la pulpa, 1.2 micras en la porcion media de
la dentina y 0.9 micras cerca de la unién dentina-esmalte (22), por lo tanto cuando
C. albicans se encuentra en forma de hifa, es facil que éste penetre, debido a que

su diametro, oscila entre 1.9 a 2.6 micras (40,41).

Sin embargo este microorganismo es capaz de interactuar en conjunto con
multiples bacterias, efectuando irritacion dentro del sistema de conductos
radiculares, para producir una infeccién polimicrobiana, lo que desencadenara una

inflamacion aguda o crénica alrededor del apice, llamada periodontitis apical (42).

Por otra parte, este microorganismo es considerado uno de los patdégenos
oportunistas con mayor prevalencia y dificil erradicacién, principalmente en
pacientes diabéticos mal controlados (6), ya que el medio acido, como es el caso
de la cetoacidosis de pacientes diabéticos, produce las condiciones éptimas para

gue éste microorganismo se desarrolle (43-45). Cabe sefialar que C. albicans
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puede persistir pH acidos, alcalinos y neutros, ademas de ser capaz de sobrevivir
en presencia y ausencia de oxigeno (6,46—49).

Existen una serie de factores que favorecen la colonizacion de éste hongo, como
es la reduccion de saliva y de sus componentes, como son las lisozimas e
inmunoglobulinas A especificamente, lo que favorece la adhesion del hongo en
boca de pacientes diabéticos (50). El tipo de Diabetes Mellitus, tiempo de
evolucion de la enfermedad, el nivel de glucosa, y el hecho de que algun paciente

porte alguna protesis dental, son factores que contribuyen a su desarrollo (7,8).

Se ha reportado que el tabaco puede contribuir en la patogénesis de C. albicans

en pacientes diabéticos (51).

Por otro lado la administracion de glucocorticoides en pacientes y animales de
laboratorio se ha asociado con un incremento de infecciones por C. albicans, lo

que convierte a los glucocorticoides en otro factor de riesgo (52,53).

Durante periodos de supresién inmunoldgica causada por quimioterapia, trauma,
edad y cancer, C. albicans al encontrarse de forma inocua, logra superar el

sistema inmunoldgico, diseminarse y entonces causar dafio al huésped (54-56).

Debido a esto, las infecciones por C. albicans han incrementado dramaticamente,
sin excluir los tratamientos inmunosupresores de cualquier indole, cateterizaciéon

en plazos largos y consumo prolongado de antibioticos de amplio espectro (57,58).

En relacion a lo anterior, es importante mencionar los efectos que ejerce la
hiperglucemia sobre las células y tejido pulpar dafiado, donde se genera una
proliferacion bacteriana debido a la muerte de leucocitos, por aceleracion del
proceso de apoptosis, inhibicibn de la funcion de los macréfagos (adhesion,
guimiotaxis y fagocitosis), producido por cambios vasculares en la pulpa dental
gue provocan un decremento de la células de defensa y tension de oxigeno, asi
como un incremento en el numero de bacterias anaerobicas, como es el caso de

los Streptococcus quienes interaccionan y producen sinergismo con C. albicans,
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especificamente con Streptococcus gordonii, quien regula el desarrollo de C.

albicans en boca y su proceso de infeccion (4,5).

Aunado a esto C. albicans y Estafilococo epidermidis también forman un biofilm
mixto, ya que han sido identificados juntos en infecciones multimicrobianas (59), y
por el contrario P. aeruginosa muestra una interaccion antagonista hacia C.
albicans, ya que se ha demostrado in vitro, que al ser colonizado C. albicans por
P. aeruginosa, C. albicans muere, sin decir que P. aeruginosa elimine al hongo, es

decir modifica y controla su crecimiento (60).

En un estudio en el que se evalu6 a través de cultivos el efecto que ejercen las
bacterias orales sobre el crecimiento y la supervivencia de C. albicans, se observo
que A. israelii, bacilo grampositivo anaerobio, expuesto a altas concentraciones,
inhibe la formacion del biofilm de C. albicans, mientras que a baja concentracion,
incrementa significativamente la formacién del biofilm. De igual forma P. gingivalis
y P. intermedia en altas concentraciones inhiben el crecimiento de C. albicans en
un 42% (61).

El mecanismo por el cual la diabetes atrae en alto porcentaje a C. albicans en
boca, alin no esta establecido, sin embargo es conocido ampliamente que niveles
altos de glucosa en saliva de pacientes diabéticos favorecen el desarrollo del
hongo (6).

Afinidad de C. albicans por glucosa

Hostetter (62) da a conocer que existe mayor expresion de proteinas en C.
albicans cuando se incrementa la concentracion de glucosa en sangre, sin
encontrarse diferencias en el indice de crecimiento del hongo. Este autor concreto,
gue C. albicans expresa una proteina inducida por glucosa (iC3b), la cual es
estructural y funcionalmente homologa a un receptor que tienen los fagocitos de
mamiferos (C3), por lo que iC3b promueve la adhesion del hongo y sobrevive ante
los fagocitos, debido a que se inhibe la fijacion de C3 a la superficie del hongo,

afectandose de éste modo la opsonizacion.
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En otro estudio realizado por Hostetter (63) se enfatiza que existe un incremento
en la densidad de los receptores iC3b cuando C. albicans esta en forma de micelio
y cuando los niveles de glucosa superan los 180 mg/dl en sangre. También
demostré que las concentraciones fisiologicas de glucosa, asi como el
metabolismo de ésta, promueven la expresion de estas proteinas localizadas en la

matriz citoplasmética y membrana del hongo.

En el mismo contexto, Brown, Sexton & Johnston (64) mencionan otra proteina
presente en C. albicans, la cual controla la captacién de glucosa a través de la
regulacion de la expresion de genes que codifican a los transportadores de
hexosas, denominada hgt4, la cual es sensible a niveles normales de glucosa y su
expresion disminuye con niveles altos, ya que codifica a sensores con alta afinidad
por azucares, como son los hgtl2, hxt10, y hgt7, los cuales son requeridos para el

crecimiento, filamentacion y virulencia.

Por lo que C. albicans posee como Unica caracteristica, promover su virulencia en

un ambiente hiperglucemico (65).

Debido a la forma que tiene C. albicans, su diseminacion se facilita a través de los
fluidos corporales, ya que en forma de hifa se puede extravasar en los tejidos o
puede formar biofilms en forma de micelio (66,67). Cabe mencionar que la glucosa
actiia como un morfogen para C. albicans, dado que es capaz de desencadenar la

transicion del hongo a hifa, lo cual determina su virulencia (68).

Otro aspecto importante es que la glucosa es una fuente de energia, que impacta
sobre C. albicans al poseer un alto nUmero de transportadores de hexosas, se
estima que son mas de 20 (69), logrando obtener mas de 38 ATPs por molécula

de glucosa metabolizada (70).

Cabe sefialar que los sensores de glucosa (hgt4) poseen prolongaciones
citoplasmaticas largas que generan sefales intracelulares ante la presencia de
glucosa, las cuales estan ausentes en los transportadores de glucosa, es decir los
sensores no pueden transportar azucares, mas bien, generan sefiales que inducen

la expresion de genes que codifican a los transportadores de hexosas (71).
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Para que se pueda llevar a cabo el metabolismo de hexosas, se requiere la
fosforilacion catalizada por hexoquinasas. C. albicans posee dos hexoquinasas
(hxk1l y hxk2) y 4 glucoquinasas (glkl, glk2, glk3, y glk4), solo la hexoquinasa
(hxk2) es regulada por hgt4 (72,73).

Brown, Sexton & Johnston (64) sugieren que Hgt4 se puede requerir para la
fermentacion, debido a que las células fermentadoras demandan un incremento en
el transporte de glucosa para obtener suficiente energia de la relativa ineficiencia

de la funcion del metabolismo.

En este sentido, el oxigeno que requiere C. albicans para la respiracion en el
torrente sanguineo, no esta disponible, dado que el oxigeno es transportado por la
hemoglobina (74), por lo que se sugiere que C. albicans depende en parte de la

fermentacion (75).

Sabina & Brown (76) argumentan que la absorcién de glucosa por C. albicans
principalmente se da por 3 vias y ninguna opera de manera aislada: (via I) SRR
(receptor-represor de azucar), (via Il) Represor de glucosa y (via lll) Adenilato
ciclasa. Mencionan que cada sistema utiliza diferentes sefiales para la
transduccion de la cascada, pero existe una extensiva regulacion que los mantiene

juntos como mecanismo de repuesta ante la glucosa.

Asimismo, se sabe que C. albicans utiliza un arsenal de herramientas moleculares
para debilitar las lineas de defensa del cuerpo, como son las proteinas de la pared
celular (CPWSs) ligadas a polisacaridos, las cuales juegan un roll importante en la
adaptacion y virulencia de C. albicans, contribuyendo a mantener la integridad de
la pared celular del hongo, a promover la formacion del biofilm, a mediar la
adherencia a las células del huésped, a promover la invasion epitelial y de éste

modo ejercer proteccién contra el sistema inmunolégico (77,78).

No obstante, C. albicans al tener la habilidad de formar e integrarse en un biofilm,
ya sea en superficies organicas o inorganicas, convierte a este patdgeno en un

factor de virulencia resistente y dificil de erradicar, puesto que tiene la capacidad
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de colonizar tabulos dentinarios, lo que interfiere con la accion de medicamentos
endodonticos (79,80).

Resistencia de C. albicans

El hgt4 de C. albicans parece regular la expresion de genes, incluyendo Qdrl, que
codifica un transportador de resistencia a multiples farmacos, y Gall, que codifica
la galactoquinasa, asi como genes que codifican componentes de una via de

respiracion alternativa. (81)

En relacion a esto, considerando estudios realizados in vitro, C. albicans y otras
especies de Céandida han demostrado tener mayor resistencia al hidréxido de
calcio en comparacion con E. faecalis, la sensibilidad de C. albicans hacia el
hidroxido de calcio es generalmente baja, y Se menciona que se requiere
incubacion de 16 h para eliminar el 99.9 % de las células, mientras que E. faecalis
requiere de 20 min -1 h (82).

Asi mismo se ha evaluado a través de numerosos estudios, el efecto
antimicrobiano del acido citrico, clorhexidina y el NaOCI sobre C. albicans, en
donde se obtuvo que ambos irrigantes endoddnticos son menos efectivos sobre
C. albicans en comparacion con E. faecalis y esto se relaciond con la presencia
de barrillo dentinario, cabe hacer mencién, que el NaOCI por si solo en ausencia

de barrillo dentinario, muestra actividad anti fingica después de 30 min (83).

En base a lo expuesto, llama la atencidon que un biofilm de Candida sea de 30 a
2000 veces mas resistente que las células plancténicas, incluso expuestos a
fungicidas, incluyendo anfotericina B, fluconazol, itraconazol, miconazol,
ravuconazol, nistatina, ketoconazol y clorhexidina (37,79), todo esto como
consecuencia de un crecimiento alterado del hongo, un alto indice metabdlico, la
presencia de una matriz extracelular, la resistencia a la expresion de genes y la
persistencia de células por resistencia a medicamentos, lo que transforma su
genotipo y lo hereda haciéndolo cada vez mas resistente. Considerando ademas
que los nutrientes (galactosa, glucosa, fructosa y lactosa), la presencia de saliva,

la disponibilidad de oxigeno, EPS y especies de Candida, son elementos que
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contribuyen a su desarrollo (37). Otra condicién que influye en la supervivencia de
éste hongo, es la temperatura, se dice que C. albicans es capaz de sobrevivir a
temperaturas mayores a 45°C, por lo que la temperatura corporal, la cual oscila

entre 37°C no representa una condicion de estrés severa para éste (84).
2.1.3. DIABETES MELLITUS

La Diabetes Mellitus es un desorden metabdlico, caracterizado por alteraciones en
el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, que puede deberse a una
absoluta deficiencia de insulina (Diabetes Mellitus tipo | / insulinodependiente) o a
la resistencia de los tejidos diana por efecto del metabolismo celular (Diabetes
Mellitus tipo Il / no insulinodependiente), el tercer tipo de Diabetes Mellitus, es la
gestacional, esta presenta intolerancia a los carbohidratos y se desarrolla durante

el embarazo (2).

En el 2011, se reportaron 366 millones de personas con diabetes mellitus en todo
el mundo y se espera que incremente el nimero a 552 millones en el 2030 (85).

La Diabetes Mellitus tipo |, representa del 10-15% de los casos y suele
manifestarse inicialmente con un cuadro metabdlico agudo, en forma de poliuria
intensa, polidipsia, polifagia, intensa pérdida de peso, astenia y cetoacidosis, en
general antes de los 30 afios. Esto se debe a la destruccion de los islotes de
Langerhans (habitualmente, por un mecanismo inmunoldgico). La Diabetes
Mellitus tipo Il, es la forma mas prevalente y suele presentarse de forma
progresiva sin cuadro metabdlico, sospechandose sobre todo por infecciones
asociadas o complicaciones de la enfermedad. No tiende a la cetoacidosis y con
frecuencia, se asocia a obesidad. Resulta de una combinacion de insulino-
resistencia con secrecion defectuosa de insulina (86). Este tipo de diabetes
reporta aproximadamente del 85-90% de todos los casos de diabetes y se
caracteriza por resistencia a la insulina, disfuncion de las células B-pancreéaticas, e
incremento en la produccion de glucosa enddgena, con niveles de insulina
normales, altos o reducidos, lo que afecta el nivel de glucosa en sangre,

generalmente este tipo de diabetes se asocia con la obesidad, sedentarismo,
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herencia y usualmente se diagnostica después de los 40 afios, aunque
recientemente se ha observado en jovenes. Su control previene complicaciones

como retinopatia, nefropatia, neuropatia y enfermedades cardiovasculares (2).

2.1.4. RELACION ENTRE LA DIABETES MELLITUS TIPO 1l Y LAS
INFECCIONES ENDODONTICAS

El impacto que genera la Diabetes Mellitus sobre las infecciones endodonticas, es
su agresividad y potencial de destruccion, principalmente en pacientes no
controlados, lo que genera retardo en la curacion (85). Estos pacientes ademas
revelan un incremento en la prevalencia de lesiones perirradiculares de conductos

tratados endodonticamente, incrementandose la incidencia de retratamientos (87).

La literatura menciona que pocos estudios reportan interferencia de la diabetes
mellitus en endodoncia, sin embargo en un estudio realizado en Brasil se
demostré que la prevalencia de periodontitis apical es significativamente alta en
pacientes con Diabetes Mellitus tipo Il, en comparacion con pacientes sanos. Y en
contraste con lo anterior, la alta prevalencia de periodontitis apical se asocié con

piezas sin tratamiento endodontico (88,89).

En consecuencia, el tratamiento endodontico de pacientes diabéticos con infeccion
intraconducto tiende a disminuir su éxito, ademas de ser susceptibles a
agudizaciones, por lo que dichos pacientes deberian recibir tratamientos basados
en evaluaciones cuidadosas y protocolos antimicrobianos efectivos (90).

2.2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

En un estudio realizado en 55 pacientes, en donde se obtuvieron 60 muestras de
conductos radiculares con PA, de los cuales 35 no presentaban tratamiento
endodéntico y 25 si, incluyendo 59 muestras de saliva. Los pacientes
seleccionados no debian tener antecedentes médicos de terapias prolongadas con
antibioticos, esteroides, anemia ni diabetes. Las muestras se cultivaron en agar
dextrosa sabouraud y posteriormente se obtuvieron las unidades formadoras de

colonia, en donde la prevalencia de hongos en saliva fue de 32.7%, de los cuales
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C. albicans fue el mas prevalente (17/23 o 73.9%), la prevalencia en los conductos
radiculares con periodontitis apical crénica fue de 10% en conductos no tratados y
5.7% en conductos tratados (3/8 o 16% en total), en este sentido se asocio la

presencia del hongo en conductos radiculares con la presencia en saliva (91).

No obstante, se ha demostrado en estudios clinicos y experimentales mayor
prevalencia de lesiones periapicales en pacientes hiperglucémicos no controlados,
asi como alteraciones en la pulpa dental debido a la presencia de circulacion
colateral limitada y dafio en la respuesta inmunoldgica, lo que incrementa el riesgo
de adquirir infeccion pulpar provocada por anaerobios, debido a la reduccion en el
transporte de oxigeno a través de los capilares, asi como candidiasis oral, ademas
de que estos pacientes son susceptibles a presentar odontalgia y ocasionalmente

tendencia a necrosis pulpar causada por isquemia (90).

En el mismo sentido, se ha identificado la presencia de C. albicans con el uso de
PCR en 24 muestras de conductos radiculares infectados, recolectadas con
puntas de papel estéril y en 19 aspiraciones de abscesos o celulitis de pacientes
con signos y sintomas de lesidn periapical, en las cuales se detecto la presencia
de C. albicans en 5 de 24 muestras tomadas en conductos radiculares (21%), sin

embargo no se detectd su presencia en ninguna de las aspiraciones (83).

De igual manera se realizd6 un estudio microbiolégico en 967 muestras
endododnticas, las cuales debian tener periodontitis apical persistente, las muestras
fueron cultivadas aerdbica y anaerdbicamente en agar sangre, como resultado se
obtuvo que 48 hongos fueron aislados en 47 muestras, lo que corresponde a un
7% del total de las muestras cultivadas, donde C. albicans fue la especie mas
comun, representando un 80%. En 41 (86%) muestras se encontraron bacterias
junto con hongos, de estas muestras excepto en 2 se acompafnaban de bacterias
facultativas grampositivas y en 12 (26%) se encontraron bacterias anaerdbicas
junto con hongos (22).
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Por otro lado se ha demostrado que existe mayor prevalencia de C. albicans en
boca de pacientes diabéticos que en sanos, debido a efectos secundarios por la

ingesta de antibidticos, antihistaminicos y quimioterapicos (92).

Con lo anteriormente expuesto cabe mencionar que mas del 77% de los pacientes
diabéticos tratados con insulina albergan especies de Céndida en boca. De
manera semejante, se sabe que pacientes diabéticos sin control médico se
predisponen en mayor grado a una variedad de infecciones sistémicas vy
superficiales, particularmente a candidiasis oral, por lo que el curso de la infeccidn

es mas complicado en este grupo de pacientes (6).

En contraste con lo anterior, en un estudio realizado en 142 pacientes diabéticos,
se observé que solo 5 (3,5%) de los pacientes mostraron signos clinicos de
infeccion oral por Candida. En los pacientes diabéticos mal controlados, la
Candida se desarroll6 en mayor grado en la Diabetes Mellitus tipo | que en el tipo
Il 'y la retinopatia asociada con la Diabetes Mellitus mostré incremento en el
desarrollo de Candida (93,94).

Igualmente en otro estudio se evalu6 la prevalencia de C. albicans en boca de
pacientes insulinodependientes, realizadndoles una citologia exfoliativa del dorso
de la lengua, tomando en cuenta todos los datos de la historia médica y dental,
donde se encontré que existen 3 factores predisponentes, como es la frecuencia
del consumo de cigarrillos, uso de prétesis dental y niveles elevados de glucosa,
concluyéndose que los pacientes con diabetes mellitus son 5 veces mas
predisponentes a enfermedades orales atribuibles a C. albicans en comparacion

con pacientes sanos (95).

De otro modo se investigd en 80 ratas wistar la relacion que existe entre
infecciones orales y la concentracion de glucosa en sangre en ratas diabéticas y
sanas, revelandose mayor severidad de infiltrado inflamatorio y reabsorcion de
hueso alveolar en las ratas diabéticas con periodontitis apical y enfermedad
periodontal, ademas de encontrarse mayor nivel de hemoglobina glucosilada en
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sangre, por lo que las infecciones orales se asocian con un incremento en la

concentracion de glucosa en ratas diabéticas (96).

En otro estudio, se identificaron bacterias a través de PCR en 24 muestras
recolectadas con puntas de papel estéril en conductos radiculares con pulpa
necrotica y periodontitis apical, asociando los microorganismos con sintomas
clinicos y Diabetes Mellitus. De las 24 muestras, se obtuvieron 8 sintométicos y 6
diabéticos (2 con Diabetes Mellitus tipo | y 4 con tipo 1), 3 de ellos tenian buen
control glucémico y los otros 3 control glucémico bajo, de los 18 pacientes sanos
ninguno tenia niveles altos de glucosa, de las 24 muestras solo en 22 se
identificaron bacterias y de las 2 restantes no se identific6 nada debido a que eran
piezas intactas traumatizadas, de acuerdo a los resultados se demostrdé que los
sintomas preoperatorios estaban significativamente asociados con la presencia de
Streptococcus spp, mientras que no hubo diferencia entre F. nucleatum y P.
gingivalis y se asoci6 P. gingivalis y P. endodontalis con la Diabetes Mellitus (97).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, los pacientes diabéticos constituyen
uno de los problemas de salud con mayor incidencia y prevalencia por su enorme
repercusion sistémica y bucal, hasta el momento se sabe que existe una estrecha
relacion de C. albicans con este grupo de pacientes y su desarrollo principalmente
en piel y mucosas, sin embargo no se saben las implicaciones que pudiera tener
en endodoncia, por lo que es necesario conocer la frecuencia con la que se
presenta C. albicans en conductos radiculares necréticos de pacientes con
Diabetes Mellitus tipo .
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4. JUSTIFICACION

Debido a la alta incidencia de C. albicans en boca, su dificil erradicacion, asi como
la lenta recuperacién de lesiones en pacientes diabéticos, es importante conocer
la frecuencia de C. albicans en conductos radiculares necréticos de pacientes
diabéticos ya que actualmente no existe evidencia. Su identificacion y alta
prevalencia impactaria directamente sobre el pronostico del tratamiento
endodontico, por lo que ésta investigacion beneficiara a todos los pacientes
diabéticos, que como se sabe, la Diabetes Mellitus tipo Il constituye uno de los
desérdenes metabdlicos mas comunes que afectan a pacientes de todas las
edades en todo el mundo, por lo que seria favorable impulsar el desarrollo de
nuevas alternativas terapéuticas, como irrigantes, medicamentos intraconducto y
materiales de obturacién que liberen moléculas con accién fungicida, quizas
también se deba implementar la administracion de medicamentos orales que
erradiguen de manera satisfactoria a C. albicans, proporcionandole de esta
manera al especialista las herramientas necesarias que le permitan prevenir y

tratar oportunamente a estos pacientes.

24



5. HIPOTESIS

5.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

C. albicans se presenta con mayor frecuencia en conductos radiculares necroticos
de pacientes con diagnodstico de Diabetes Mellitus tipo Il, que en conductos

radiculares necroticos de pacientes sistémicamente sanos.

5.2. HIPOTESIS NULA

C. albicans se presenta con menor frecuencia en conductos radiculares de
pacientes con diagnéstico de Diabetes Mellitus tipo Il, que en conductos

radiculares necroticos de pacientes sistémicamente sanos.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL
e Determinar la frecuencia con que se presenta C. albicans en conductos

radiculares necroticos de pacientes con diagnostico de Diabetes Mellitus tipo II.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar la frecuencia con que C. albicans esta presente en conductos
radiculares necroticos de pacientes con diagnostico de Diabetes Mellitus tipo II.

e Identificar la frecuencia con que C. albicans esta presente en conductos
radiculares necroticos de pacientes sistémicamente sanos.

e Comparar la frecuencia con que C. albicans estd presente en conductos

radiculares de ambos grupos de pacientes.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. CARACTERISTICAS DEL UNIVERSO DEL ESTUDIO

La investigacion se llevd a cabo a partir de muestras tomadas de conductos
radiculares de piezas dentales con diagndstico de necrosis pulpar con o sin
presencia de lesion periapical, en pacientes sistémicamente sanos y con
diagnéstico de Diabetes Mellitus tipo 1l que acudieron al Posgrado de Endodoncia
de la UMSNH, en un periodo de julio de 2016 a julio 2017.

7.2. CRITERIOS DE ELEGIBILIDAD

7.2.1. CRITERIOS DE INCLUSION

Sujetos sistémicamente sanos o con diagnostico de Diabetes Mellitus tipo Il que

presentaron:

e Organos dentales con diagnéstico de necrosis pulpar con o sin lesién

periapical.

7.2.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

e Sujetos con enfermedades sistémicas ademas de diabetes.

e Organos dentales que presentaron necrosis pulpar pero que estuvieron
periodontalmente comprometidos.

o Organos dentales que presentaron fractura radicular vertical o fisuras.

e Organos dentales con perforacion de furca o del conducto radicular.

e Organos dentales que presentaron separacién de instrumentos dentro del

conducto.
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7.2.3. CRITERIOS DE ELIMINACION

Todas las piezas que se sospeché que hayan sido contaminadas.

7.3. CLASIFICACION DEL ESTUDIO

El presente estudio es observacional, porque se describira el problema, tal como

se presenta, sin manipular las variables.

Descriptivo, ya que se mencionara la presencia o ausencia de C. albicans en las

variables.

Transversal Analitico, porque solo una vez sera evaluado el paciente para

tomarlo en cuenta en el estudio.

Comparativo, pues se van a tener dos grupos de pacientes, entre los que se

compararan resultados.
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7.4. METODOLOGIA

Pacientes que acudan al Posgrado de Endodoncia de

Poblacién

la UMSNH

ﬂ Seleccionar

Tamafio de la muestra
Conductos necréticos (n=47)

ﬂ Realiza

Preparacion de la muestra

Radiografia de diagnoéstico
Anestesia, aislado y desinfeccion
Acceso endodontico

Toma de la muestra

Conservacion a bajas temperaturas

U

Dividir u

Grupo 1
(n=26)
Pacientes sistémicamente sanos

Grupo 2
(n=21)
Pacientes con diagndstico de
Diabetes Mellitus tipo Il

\

i /
U

e PCR

e Lavado de las muestras PBS x 3
e Aislamiento ADN

e Gel de agarosa
e Base de Datos

J

Analizar

Prueba estadistica

ﬂ Determinar

Determinar la frecuencia

con que se presenta C. albicans en conductos

radiculares necroticos de pacientes con diagnostico de Diabetes Mellitus tipo Il.
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7.4.1. DEFINICION DE PLAN DE PROCESAMIENTO CLINICO

Se realizaron las historias clinicas, y se establecié el diagnéstico y plan de
tratamiento correspondiente a cada paciente. Previo a la recoleccion de muestras,
se les explicé e invitd a los pacientes a participar en la investigacion, explicandoles
detalladamente los objetivos que se buscaban y la justificacion de la investigacion,
cuyo fin es mejorar el tratamiento de la poblacion diabética. Si los pacientes
decidian patrticipar, se les proporcionaba una carta de consentimiento informado
en donde se detallé el procedimiento, se le pidié que firmara el documento y se le
proporcioné una copia. Se hizo énfasis en que sus datos personales serian
confidenciales y que todo el procedimiento se realizaria bajo un estricto principio

ético bajo los principios propuestos en la declaracion de Helsinki.
Las muestras se recolectaron con asepsia estricta.

Por lo tanto los procedimientos aqui descritos se realizaron después de los

procedimientos anestésicos y mientras estos hacen efecto.

1.- La pieza dental de interés, asi como las dos piezas vecinas fueron talladas con
una torunda de algodén empapada en peréxido de hidrégeno (dermoclean de 100

ml al 3%), teniendo cuidado de no dafiar el tejido periodontal.
2.- Se colocé el dique de hule y se verificé su correcto sellado.

3.- Todas las paredes de la pieza dental fueron limpiadas con una torunda de

algodén empapada en hipoclorito de sodio (Viarzoni-T, Viarden al 2.5%)

4.- Se realizd el acceso coronal, eliminacion completa de caries y restauraciones,
utilizando fresas estériles, en casos necesarios se irrigd con hipoclorito de sodio

en la camara pulpar.

5.- Una vez que se encontr6 el acceso a los conductos, se irrigd la camara pulpar

con solucidn fisiolégica abundante para eliminar todo el hipoclorito.
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6.- Se introdujo una primera lima (k-flexofile, maillefer de 25 mm) estéril con la que
se estableci6 la longitud de trabajo, utilizando localizador de foramen apical (J.
Morita USA, Inc.: Root ZX Il). Todo el material recolectado con esa lima (sangre,
pus, detritus o tejido) fue llevado a un tubo eppendorf con PBS, en donde se
enjuago (sacudié la lima dentro del liquido para que soltara todo el material) la
lima para ser nuevamente colocada dentro del conducto repitiendo todo el

procedimiento por lo menos 3 veces.

7.- Una vez hecho esto se comenzo la irrigacion con solucién fisiologica dentro de
los conductos, se sec6 la cadmara pulpar con una torunda o con el eyector y se
coloc6 una punta de papel estéril (Hygienic., Coltene #20, 25 6 30) a la misma
longitud a la que se metid la lima (LT), esa punta de papel se dejé durante 30
segundos en el conducto (para que absorbiera el suero fisiolégico “contaminado” y
posteriormente se saco y coloco en un tubo eppendorf distinto al anterior con PBS,

esto se repitio también 3 ocasiones (3 puntas quedaron al final en un solo tubo).

8.- Los tubos bien cerrados y marcados se sometieron a congelacion. Una vez

realizado esto, se siguié con todo el protocolo del tratamiento endodéntico.
OBSERVACIONES

e Las puntas de papel con las que se tomaron las muestras fueron esterilizadas
en autoclave y preparadas previamente en paquetillos de papel que tenian solo
3 0 4 puntas por paquetito, pues se tratd de tener un control extremo para la no
contaminacion.

e En cada paciente se obtuvieron al final 2 tubos, uno con el material obtenido
con las limas y otro con el obtenido con las puntas de papel.

e Las puntas de papel se dejaron dentro de los tubos permanentemente,
mientras que las limas solo se enjuagaron (sacudieron) dentro del liquido pero
sin dejar adentro la lima.

e Las muestras contuvieron sangre, pulpa, pus, restos de dentina, y todo aquello
con la primer lima que se llevé hasta por lo menos 1 mm de la LT.

e Los tubos fueron marcados con la misma clave del expediente del paciente.
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e En los casos en donde existid una fistula, se tomd un tubo extra a los dos
normales con muestra de pus o sangre. Para esto, antes de realizar el
aislamiento absoluto, pero después de anestesiar, se limpié con una torunda
de algodon la zona de la fistula, para posteriormente introducir lo més profundo
posible en la fistula una punta de papel que fue introducida después en el tubo

eppendorf extra, esto se repitié con 3 puntas en el mismo tubo.

7.4.2. PROCEDIMIENTO DE LABORATORIO
9.- Aislamiento de ADN.

Se realizé el aislamiento de ADN de las 47 muestras con la siguiente técnica:
Cada muestra se concentr6 en un pellet centrifugado a 13,000 rpm durante 10
minutos, este pellet se lavd 3 veces con PBS. Se lisé la pared bacteriana
utilizando mutanolisina a 50°C durante una hora. Se precipitaron las proteinas
agregando acetato de amonio y centrifugando a 13,000 rpm durante 10 minutos.
Se purifico el ADN empleando fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. Se lavé el ADN
con etanol al 70%, se secoé y rehidraté en agua destilada estéril. Se cuantifico la
concentracion de ADN utilizando un espectrofotdmetro (NanoDrop 2000). Aquellas

muestras en donde al menos se concentraron 50 ng/ul se almacenaron a -80 °C

hasta su utilizacion.

10.- Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR).

Se les realizé PCR utilizando primers especificos en reacciones de 25 ul, la

reaccion se realizé colocando 13.3ul de agua bidestilada estéril, 2.5 ul de solucion
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Buffer, 1.2ul de Mg, 0.5ul de dNTP’s, 0.75ul de cada uno de los oligonucledtidos,
1ul de Taq y 5ul del ADN previamente aislado.

La Tabla 1 muestra el oligonucledtido utilizado para la deteccién de C. albicans.

Tabla 1.0ligonucleétidos utilizados para la deteccidn de C. albicans y sus caracteristicas.

Temperatura de Tamafio

Secuencia 5- 37 . . Referencia
alineamiento (pb)
GCCGGTGACGACGCTCCAAGAGCTG 95°C 158 (Dumani,
CCGTGTTCAATTGGGTATCTCAAGGTC 2012)

11.- Proceso de Electroforesis.

El producto de este PCR se carg6 en geles de agarosa al 2% y se sometié a
electroforesis. Se tifi6 el gel con bromuro de etidio y se observé en una foto
documentador UV. Se identificd y documentd la presencia o ausencia de barras en

el gel.
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7.4.3. DEFINICION DE VARIABLES Y UNIDADES DE MEDIDA

VARIABLE

DEFINICION
CONCEPTUAL

DEFINICION
OPERACIONAL

TIPO DE
VARIABLE

ESCALA DE
MEDICION

UNIDAD DE
MEDIDA

Lesion
periapical:

Infeccion de los tejidos
que circundan la porcién
apical de la raiz del
organo dental. Se
observa
radiograficamente como

una lesién radiollcida.

Se evaluara
mediante una
radiografia
preoperatoria

Cualitativa

Nominal

Presente
Ausente

C. albicans

Comensal fungico que
habitualmente se
encuentra en boca,
sistema digestivo, piel y
genitales de individuos
sanos, ocasionalmente se
ha identificado en
infecciones
intrarradiculares
primarias, y con mayor

frecuencia en conductos

Se analizara a
través de PCR

Cualitativa

Presente
Ausente
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con fracaso endodoéntico.

También denominada
Diabetes Mellitus no
insulinodependiente, el

cual es un trastorno

metabolico que supone | Se mediran los Diagnastico
Diabetes niveles de o : positivo
: ) 0 ; . Lo
Mellitus tipo Il un 95% de todos 10S | 40054 a través Cualitativa | Nominal Diagnéstico
casos. Se caracteriza por | de glucometro Negativo
hiperglucemia causada
por un defecto en la
secrecion de insulina.
Estado de completo
bienestar fisico y mental y o,
Se determinara a
o no solamente la ausencia través de la o . Presente
Salud sistémica _ historia clinica | Cvalitativa | Nominal A t
de afecciones o a ¢ usente
médica

enfermedades.
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8 RESULTADOS

En la Tabla 2, se muestran las caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos
en el estudio divididos en dos grupos (sanos y diabéticos). Debido a que la edad,
peso y talla asi como la distribucion por género en ambos grupos fueron similares,
no existieron diferencias estadisticamente significativas, lo que hace Ila
comparacion entre grupos viable. Respecto al IMC, este se mostro diferente con
significancia estadistica, siendo mayor en el grupo de sujetos diabéticos.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los sujetos de estudio.

Grupo de sujetos Grupo de sujetos

Grupo sanos (n=26) diabéticos (n=21) Valor dep
X+ D.E.
(Rango)
Edad 44'(;22 * ég)'54 46('3?2 _16%)88 0.3915
o TEIM TEiua o
e REIOUM Lee0s oo
O S < G S Y
Frecuencia (%)
Femeninos 19 (73.08) 16 (76.19) 1.000
Masculinos 7 (26.92) 5(23.81)

X: media de poblacién, D.E.: desviacion estandar. Prueba t de student, Prueba exacta de Fisher.

En la Tabla 3, se muestran las caracteristicas clinicas de las piezas incluidas
considerando el tipo de 6rgano dental, la presencia de caries, restauracion y lesion
apical. Se observa que en ambos grupos existieron porcentajes similares de todas
las variables por lo que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar ninguna de las variables. Ambos grupos también son
homogéneos en estas variables.
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Tabla 3. Caracteristicas de los 6rganos dentales incluidos.

Grupo sujetos Grupo sujetos
Grupo sanos diabéticos Valor de p
(n=26) (n=21)

Frecuencia (%)

Organos dentales

incluidos ®
Incisivos 5 (19.23) 5 (23.81)
Premolares 6 (23.08) 7 (33.33) 0.5895
Molares 15 (57.69) 9 (42.86)
Caries® 20 (76.92) 15 (71.42) 0.7438
Restauracion® 19 (73.08) 15 (71.42) 0.0592
Lesién apical® 8 (30.77) 8 (38.10) 0.7583

% Prueba X?, *Prueba exacta de Fisher.

En la Tabla 4, se muestra la distribucién y frecuencia de C. albicans en relacién al
grupo de sujetos sanos y diabéticos, existiendo mayor frecuencia, mas del doble,
en el grupo de pacientes diabéticos, sin embargo no se encontré diferencia
significativa al realizar en analisis estadistico.
Tabla 4. Distribucion y frecuencia de C. albicans en los grupos.
Grupo sujetos Grupo sujetos

Grupo sanos diabéticos Valor de p
(n=26) (n=21)

Frecuencia (%)

Presencia de C.
albicans
Prueba exacta de Fisher

4 (15.38) 7(33.33) 0.1807

En la Tabla 5, se muestran las caracteristicas clinicas solamente de los pacientes
diabéticos, tomando en cuenta edad, peso, talla, IMC, glucosa y género, divididos
en dos grupos de acuerdo a la presencia o no de C. albicans. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la mayoria de las variables, sin
embargo, nétese que en el grupo de pacientes que presentaron C. albicans, se

presentaron los valores mas altos de glucosa aunque sin significancia estadistica.
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Por otra parte, en la misma tabla se aprecia una importante diferencia
(estadisticamente significativa) en relacion al tiempo de diagndstico, siendo los
pacientes con mas afos de haber sido diagnosticados los que presentaron C.
albicans.

Tabla 5. Caracteristicas clinicas del grupo de sujetos diabéticos divididos por presencia
de C. albicans.

Grupo con C. Grupo con C.
Grupo albicans positiva albicans negativa Valor de p
(n=7) (n=14)
X +D.E.
(Rango)
48 £ 9.33 46 £ 9.27
Edad (38 - 67) (34 - 69) 0.6470
79 £ 14.69 78.29 + 10.51
Peso (57 - 100) (67 - 97) 0.8989
1.62 £ 0.073 1.61 £ 0.072
Talla (152 - 1.72) (1.49 - 1.74) 0.9165
30.10 £ 4.32 30.18 +4.129
IMC (23.6 — 37.9) (23.6 - 35.2) 0.9688
179.86 £ 58.05 151.43 + 80.78
Glucosa (118 - 270) (69 - 380) 0.4395
Tiempo de 16.29 + 2.91 7.50 £ 3.81 *
Diagnéstico (12 - 21) (3 - 16) <0.0001
Frecuencia (%)
Masculino 1(14.2) 4 (28.5)
Femenino 6 (85.7) 10 (71.4) 0.6244
Presunto Buen Control 3 (42.86) 12 (85.71) 0.1196
Glucémico

X: media de poblacién, D.E.: desviacién estandar. Prueba t de student, Prueba exacta de Fisher

En la Tabla 6, se muestran caracteristicas de acuerdo al tipo de érgano dental y
presencia o no de lesion periapical de los pacientes diabéticos divididos en dos
grupos segun su presencia o no de C. albicans. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al comparar la distribucion de los érganos dentales,

en ambos grupos fue muy similar.
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Respecto a la presencia de lesién periapical en cada uno de los grupos, existio
una mayor cantidad de piezas dentales con lesion en el grupo con C. albicans
positiva, al menos tres veces mas, sin embargo el analisis estadistico se qued¢ al
borde de la significancia.

Tabla 6. Caracteristicas de los 6rganos dentales del grupo de diabéticos divididos por
presencia de C. albicans.

Grupo con C. Grupo con C.
Grupo albicans positiva albicans negativa Valor p
(n=7) (n=14)

Frecuencia (%)

%Organos dentales

Incluidos
Insicivos 1(14.29) 3 (21.43)
Premolares 4 (57.14) 3(21.43) 0.2579
Molares 2 (28.57) 8 (57.14)
£ Con lesién 5 (71.43) 3(21.43)
Sin lesién 2 (28.57) 11 (78.57) 0.0555*

5 Prueba X?, Prueba exacta de Fisher

A continuacion, en la Figura 1 se muestra una imagen representativa de un gel de

electroforesis obtenida con un fotodocumentador ultravioleta.

M 42 62 65 44 W Q T C+

158 pb

Figura 1 Confirmacion de C. albicans en diversas muestras por electroforesis.
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A continuacion, en la Figura 2 se muestra una imagen representativa de un gel de

electroforesis obtenida con un fotodocumentador ultravioleta.

Muestras confirmatorias de ausencia de C. albicans en diversas muestras.

M 32 33 38 40 45 46 91 C- M

L

Figura 2 Ausencia de C. albicans en diversas muestras por electroforesis.

8.1 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados cualitativos fueron expresados como frecuencias y proporciones,

los resultados cuantitativos como media, desviacion estandar y rango.

Para determinar la distribucion de las variables se aplicé la prueba t de student y
para comparar las proporciones se utilizé la prueba exacta de Fisher.

La significancia estadistica se fij6 en p < 0.05
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9 DISCUSION

En este estudio, se emple6 PCR para investigar la prevalencia de C. albicans en
conductos radiculares necréticos de pacientes sistémicamente sanos y de
pacientes con diagnéstico de Diabetes Mellitus tipo 1l, la seleccién de los sujetos y

organos dentales se determiné de acuerdo a los criterios de inclusion y exclusion.

Los sujetos de estudio fueron atendidos por primera vez en la clinica del posgrado
de endodoncia correspondiente a la facultad de odontologia de la Universidad

Michoacana San Nicolas de Hidalgo.

El grupo de estudio y control consistieron en adultos cuya edad media oscil6 entre
44 y 46 afios respecto a los dos grupos. Se observd que en ambos grupos el
género femenino fue méas frecuente; sin embargo no existio diferencia
estadisticamente significativa al comparar ambos grupos. Hasta el momento no
existen estudios que reporten al género como factor de riesgo para el desarrollo

de infecciones por C. albicans en conductos radiculares de pacientes diabéticos.

Tampoco hubo diferencia en la edad y talla de ambos grupos. Sin embargo, se
sabe que la edad adulta y el género son factores que predisponen el desarrollo de
Diabetes Mellitus tipo 1l (98).

Conforme a los datos proporcionados por la Federacion Internacional de Diabetes
en el 2013, la Diabetes Mellitus tipo Il representa de un 85 a un 95 % del total de
personas que padecen diabetes en todo el mundo, es decir 382 millones, sin
contar el 46% (175 millones) de personas que no han sido diagnosticados con
Diabetes Mellitus tipo Il. De las cuales se refiere que el mayor numero de
personas corresponde a adultos con un rango de 40 y 59 afios de edad, lo cual
coincide en gran parte con el rango de edad de los pacientes diabéticos incluidos

en este estudio, cuyo rango oscilo entre 34 y 69 afios de edad (99).

En cuanto al porcentaje de hombres y mujeres, se observa que en cada grupo es
muy similar, asi mismo se aprecia que el género femenino es el sector de
poblacién que con mayor frecuencia recibe tratamiento endodéntico, quizas debido

a la presencia de factores de riesgo biolégicos, a causa de cambios hormonales,
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los cuales afectan la energia del metabolismo de grasas y glucosa,
consecuentemente el IMC, a causa de malos habitos de nutricion y sedentarismo,
sin mencionar la situacion socioeconémica, educacion y apoyo social con el que
cuenten (98). No obstante, la Federacion Internacional de Diabetes ratifica que
existe mayor numero de hombres afectados por Diabetes Mellitus, es decir, 198
millones de hombres frente a 184 millones de mujeres (99).

Referente al peso, se pueden observar cifras ligeramente altas en el grupo de
pacientes diabéticos, debido a que esta condicion esta estrechamente relacionada
con la obesidad, aunque no existen diferencias estadisticamente significativas

respecto al grupo de pacientes sistémicamente sanos (100).

En relacion a la media del IMC, los datos del grupo de sujetos diabéticos
presentan valores mas altos, en relacion al grupo de sujetos sanos (30.10 vs
26.23), siendo estos diferentes estadisticamente, sin embrago, ambas cifras
representan un riesgo de salud, ya que valores de IMC> 25-29.99 kg / m2 son
considerados sobrepeso, y cifras de IMC =230 kg/ m2 obesidad, por lo que el grupo
de pacientes sanos esta intimamente asociado al desarrollo de Diabetes Mellitus
tipo 11 (101).

El sobrepeso, también es considerado un factor de riesgo para el desarrollo de
diabetes, debido a que por cada incremento de 1 kilogramo de peso hay un riesgo

aproximado del 9% para el desarrollo de Diabetes Mellitus tipo Il (102).

Por otro lado, los adultos obesos, con respecto a los de peso normal, tienen una
prevalencia 3 veces mayor de desarrollar Diabetes Mellitus tipo Il. Los adultos
obesos morbidos (obesidad clase 3, IMC> 40 kg / m2), en comparacién con los
adultos de peso normal, bastante peor, ya que tienen hasta 7 veces mayor

prevalencia de padecer Diabetes Mellitus tipo 1l (103,104).

En este sentido, la OMS reportd en el 2012, que globalmente uno de cada seis
adultos es obeso y de los 2 mil millones de adultos que tienen sobrepeso u
obesidad, casi 2.8 millones de personas mueren cada afio debido a esta causa, lo

cual constituye la amenaza sanitaria mundial mas grave de nuestros tiempos, ya
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que la obesidad se asocia con otros trastornos metabdlicos, como hipertension,
dislipidemia, osteoartritis, osteoporosis, enfermedades cardiovasculares
(enfermedad coronaria, inflamacion, trombosis) e incluso trastornos hormonales,
teniendo la obesidad la tasa mas alta de mortalidad y morbilidad en comparacion

con las personas que no la padecen (105) .

Por otro lado, el nimero de 6rganos dentales es muy similar en cada grupo, al
igual que las caracteristicas de los 6rganos incluidos, por lo que no hubo

diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos.

Respecto a la presencia de C. albicans en conductos radiculares necréticos, se
observd que existe mayor frecuencia en el grupo de pacientes diabéticos, en
comparacion con el grupo de pacientes sistémicamente sanos, aunque no se
mostraron diferencias estadisticamente significativas, lo cual podria atribuirse a la
gran afinidad que existe entre C. albicans y la glucosa, ya que al aumentarse la
concentracion de glucosa en sangre, se incrementa la expresion de proteinas en
la matriz citoplasmatica y la membrana del hongo, generandose mayor adhesion,

filamentacién y virulencia del hongo (63,64).

En busca de variables que se pudieran asociar a la presencia de C. albicans en
los pacientes diabéticos, se dividid el grupo de pacientes diabéticos en dos
subgrupos, los que presentaron C. albicans y los que no (Tabla 5). Se puede
observar que la edad, género, peso, talla e IMC, son similares en ambos grupos,
sin obtenerse diferencias estadisticamente significativas. Por otro lado, en el grupo
con C. albicans positiva, se presentaron de forma interesante los valores mas altos

de glucosa, aunque también sin diferencia estadisticamente significativa.

La Unica variable que se encontr6 estadisticamente distinta en ambos grupos fue
el tiempo de diagndstico de la diabetes. Los pacientes con menos afios de haber
sido diagnosticados con diabetes mellitus (en promedio 7.5 afios) fueron los que
no presentaron C. albicans, mientras que pacientes que han vivido mas afios con
diabetes (en promedio 16.2 afios) fueron los que dieron positivo a la presencia de

C. albicans, esto podria deberse a la exposicion cronica de concentraciones
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elevadas de glucosa y acidos grasos libres en el plasma, lo que afecta
progresivamente la funcion de las células de todo el organismo de pacientes
diabéticos, ocasionado por glucotoxicidad y lipotoxicidad, desencadenando estrés
oxidativo cronico, apoptosis y posteriormente la facil colonizacién y desarrollo de

microorganismos (106).

De igual forma aunque sin diferencia estadisticamente significativa, los pacientes
diabéticos que presentaron mayor “desequilibrio glucémico” fueron los que
presentaron con mayor frecuencia C. albicans, lo que puede deberse a la
disminucién de la funcién de los monocitos y macrofagos, facilitando el desarrollo
de infecciones y consecuentemente las infecciones dificultan el control de
hiperglicemia, aumentandose la secrecion de hormonas reguladoras con mayor

gluconeogénesis e inhibiendo la secrecion de insulina(107).

Aungue sin significancia estadistica, se aprecia menor frecuencia de C. albicans
en el grupo de incisivos, seguido del grupo de molares y mayor frecuencia en el
grupo de premolares, estudios previos, asocian la presencia de C. albicans en los
conductos radiculares ocasionalmente con las infecciones endoddnticas primarias
(108,109), sin embrago, estos microorganismos han sido encontrados con mayor
frecuencia en tratamientos asociados al fracaso endoddntico (21,23,24,110) ya
que a través de estudios en cultivos se ha identificado a C. albicans de un 3 a un
18% en muestras tomadas de conductos radiculares tratados endodonticamente
asociados a lesiones perirradiculares (111-113).

Una de las causas de esta persistencia es debido a la resistencia que ejerce C.
albicans hacia el hidroxido de calcio (uno de los medicamentos intraconducto mas
utilizados a nivel mundial) y por la habilidad que posee para colonizar la dentina al
invadir los tubulillos dentinarios (80,114), sin embargo, los pacientes diabéticos de
larga evolucion y bajo control glucémico poseen alta probabilidad de desarrollar
con mayor frecuencia C. albicans, por lo que se requerird llevar a cabo un
exhaustivo protocolo de limpieza que garantice la desinfeccion del conducto
radicular a través del manejo de diferentes irrigantes intraconducto, con la posible

administracion de antimicoticos orales o quizas con el desarrollo y uso de nuevas
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alternativas terapéuticas que erradiquen al hongo y garanticen éxito del
tratamiento endodontico.

Por otro lado, en la misma tabla los datos indican que en el grupo de diabéticos
que presentaron C. albicans, existe mayor frecuencia de lesiones apicales, mas
del 70% de estos pacientes las tienen, una posible explicacion a esto podria ser
gue estos pacientes presentan mas C. albicans y esta estd implicada en la
formacién frecuente de lesiones periapicales. Pues como cualquier otro patégeno,
C. albicans es capaz de desencadenar una respuesta inflamatoria e inmunologica
gue se vera exacerbada con la condicidn sistémica del paciente, lo que favorecera
la colonizacion polimicrobiana, ocasionando necrosis pulpar y posteriormente

destruccion de estructuras 0sea, lo que originara la lesion apical (90).
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CONCLUSIONES

El sobrepeso y la obesidad, son los principales factores etiologicos para el
desarrollo de Diabetes Mellitus tipo Il, en esta investigacion, ambos grupos
presentaron como media, cifras de IMC mayores a 25 kg / m2, por lo que la
poblacién de estudio demanda atencion, ya que corre alto riesgo de salud. Por
otro lado, el tiempo de diagndstico y el control de la diabetes, son otras de las
variables clinicas intimamente relacionadas con el desarrollo de C. albicans,
debido a que los pacientes que han cursado con mas afios de Diabetes Mellitus
(en promedio 16.2 afios) y con un bajo control glucémico fueron los casos que
desarrollaron con mayor frecuencia C. albicans en conductos radiculares

necroéticos.

Respecto a la prevalencia de C. albicans en conductos radiculares necréticos de
pacientes diabéticos, asociado a la presencia de lesion apical, se obtuvo un
porcentaje de 71.43 %, por lo que existe una significativa relacion entre ambas

variables.

En general, la investigacion debe beneficiar indiscriminadamente, sin embargo,
cada paciente posee factores biolégicos individuales, por lo que en endodoncia,
los tratamientos deberan ser personalizados, tomando en cuenta las diferentes
condiciones de salud que posean, e incluso considerando aspectos generales,
como el género y la edad, ya que pueden ser factores que pudieran determinar la

virulencia o patogenicidad de ciertos microorganismo en determinados casos.
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RECOMENDACIONES

Con este estudio, se sugiere llevar a cabo un exhaustivo protocolo de limpieza que
garantice la desinfeccion del conducto radicular en pacientes que presenten
Diabetes Mellitus tipo Il con larga evolucion de la enfermedad, asi como en
aguellos que presenten bajo control glucémico, ya sea a través del manejo de
diferentes irrigantes intraconducto, con la posible administracion de antimicoticos
orales o quizés con el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas, como son los
medicamentos intraconducto a base de antimicoticos o la adicion de particulas con
accion anti fungica en materiales de obturacién como son los conos de gutapercha
y selladores endodonticos que aseguren la completa erradicacion de este hongo,
de modo que se consiga éxito del tratamiento endodontico.
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APENDICE A. ORGANIZACION DE LA INVESTIGACION

PROGRAMA DE TRABAJO. FEBRERO DE 2016 A OCTUBRE DE 2017.

Definicion del tema del anteproyecto,
basqueda de informacion en las bases

Febrero-Abril 2016 de datos, seleccion de la informacion.
Se comienza la escritura del
anteproyecto.

Escritura del protocolo y revisiones del

Mayo — Junio 2016
protocolo

Revisiones del protocolo y correcciones

Julio 2016
de protocolo.
Julio 2016 - Julio 2017 Toma de muestras en pacientes
Agosto 2016 - Febrero 2017 Redaccion de la tesis.
Julio 2017 Procesamiento de muestras

Analisis de los resultados.
Julio - Octubre 2017 Terminar la redaccién de la tesis.
Comenzar proceso de titulacion.
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GLOSARIO:

C. albicans: Comensal fungico que habitualmente se encuentra en boca, sistema
digestivo, piel y genitales de individuos sanos, ocasionalmente se ha identificado
en infecciones intrarradiculares primarias, y con mayor frecuencia en conductos

con fracaso endodontico.

Necrosis pulpar: Es la muerte de la pulpa, la cual puede ser total o parcial
dependiendo el grado de afectacion pulpar. Es una secuela de la inflamacion,
puede también ocurrir por traumatismos, donde la pulpa es destruida antes de que
se desarrolle una reaccion inflamatoria. Como resultado se produce un infarto

isquémico y necrosis.

Lesion periapical: Infeccion de los tejidos que circundan la porcion apical de la

raiz del érgano dental. Radiograficamente se observa como una lesion radiollcida.

Diabetes mellitus tipo II: También denominada diabetes mellitus no
insulinodependiente, el cual es un trastorno metabdlico que supone un 95% de
todos los casos. Se caracteriza por hiperglucemia causada por un defecto en la

secrecion de insulina.

Salud sistémica: estado de completo bienestar fisico y mental y no solamente la

ausencia de afecciones o enfermedades.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Universidad Michoacana San Nicolas de Hidalgo

Facultad de odontologia CUEPI

Consentimiento informado para participar en proyecto de:
“C. albicans en conductos radiculares necréticos de pacientes con Diabetes Mellitus tipo II”

Con fundamento en lo dispuesto en la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud
Articulo 100 fraccion IV, Articulo 102 y 103 NOM-168-SSA1-1998 del expediente clinico en su numeral
4.2,

Por medio de la presente, se invita a usted a participar en este proyecto de investigacién en el area
odontoldgica. Antes de decir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad de
cuestionar cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que usted decida participar, se le pedira que firme esta carta donde da su consentimiento.

OBJETIVO: Identificar si los pacientes con Diabetes Mellitus presentan con mayor frecuencia
infecciones dentales por C. albicans, comparado con pacientes sin diabetes mellitus, esto ayudara a
disefiar tratamientos mas especificos que den mejores prondsticos.

PROCEDIMIENTO: se le realizaran todos los procedimientos de rutina para la atencion endodoéntica
que usted esta solicitando en esta institucién. El procedimiento extra a eso consiste en que se tomara
una muestra de su pieza dentaria durante el mismo procedimiento endodéntico.

ACLARACIONES: el procedimiento endodéntico de toma de muestra no le afectara en ninguna forma
y totalmente indoloro, usted no realizara ningin gasto producto de esta muestra, ni tampoco recibira
un pago por su participacion. La informacién obtenida de este estudio es completamente confidencial.

Si considera que no hay dudas y desea participar, sirvase a firmar en la parte inferior de este
documento.

Yo he leido y comprendido la informacién anterior y mis
preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos
obtenidos en la investigacion pueden ser publicados con fines cientificos sin comprometer mi identidad
y manejados de forma CONFIDENCIAL. Por consiguiente y en pleno uso de mis facultades autorizo
para que durante mi tratamiento odontol6gico, el médico tratante realice los procedimientos
necesarios para la toma de muestra.

Firma del paciente fecha
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