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RESUMEN



Introduccion: Las bacterias que causan infecciones en endodoncia se agrupan y
asocian entre ellas formando una estructura denominada biofilm. La eliminacién
del biofilm de las superficies de los conductos radiculares es la principal estrategia
para evitar que se produzcan o persistan dichas infecciones. En endodoncia, el uso
de limas junto con irrigantes solubles durante la biomecdanica es fundamental para
mejorar la desinfeccion de los conductos radiculares. La irrigacion es trascendental
para poder acceder a todas estas superficies que con la biomecanica no se puede
acceder. Con la irrigaciéon conseguimos la disolucién y eliminaciéon de la materia
orgdnica (pulpa, bacterias) e inorganica (barrillo dentinario) del interior del
sistema de conductos. En la actualidad no existe un tnico irrigante que combine la

capacidad de disolver tejido organico e inorganico.

Objetivos: La eliminacién del biofilm del conducto radicular durante el
tratamiento endoddntico es necesaria para evitar reinfecciones posteriores. El uso
de limas dentales combinadas con irrigantes durante la instrumentacién es
fundamental para garantizar una limpieza y desinfeccion perfectas. Se han
propuesto varios irrigantes sin una comparacidon adecuada. El objetivo de este
estudio es comparar diferentes enfoques para limpiar el conducto radicular
utilizando la activacién ultrasénica pasiva (PUI) o limas de activacion XP-Endo
finisher (XPF) en combinacidn con irrigantes como acido etilendiaminotetracético
(EDTA), acido etidrénico (HEDP) combinado con hipoclorito de sodio (NaOCI)
5,25% o EDTA combinado con NaOCl 5,25%.

Material y método: Se recogieron 100 dientes, unirradiculares y
multirradiculares, y se amputaron sus raices. Tras la preparacion mecanica del
conducto con el sistema de lima rotatoria WaveOne Gold de Denstply, se incubaron
en Eppendorf con 0,5 McFarland (McF) de Enterococcus faecalis en 1mL de brain
heart infusion (BHI) y se incubaron durante 2 semanas a 37°C. Posteriormente, las
raices se dividieron en 5 grupos (n=20) segun el tipo de irrigante utilizado. EDTA
17%, HEDP combinado con NaOCl 5,25%, EDTA 17% mezclado con NaOCI 5,25%,
un irrigante neutro (PBS) y un grupo control. Cada grupo de irrigantes se dividio
segun la técnica de activaciéon empleada en dos subgrupos (n=10): PUI y XPF. El
material de dentina recuperado de los conductos radiculares se utilizd para

cuantificar las bacterias restantes.



Resultados: El grupo irrigado con EDTA tuvo un efecto significativo en la
reduccion de las bacterias. El EDTA mezclado con NaOCI presenté una reducciéon
que el EDTA solo. Finalmente, el HEDP preparado en NaOCI fue el irrigante mas

eficaz, ya que no se recuperaron bacterias con este tratamiento.

Conclusiones: El HEDP es el mejor agente de irrigaciéon activado con XPF o PUI

para eliminar las bacterias en nuestro modelo experimental de biofilm.

Palabras clave: Enterococcus faecalis, EDTA, HEDP, activacién ultrasénica pasiva

(PUI), lima Endo-XP (XPF).



ABSTRACT



Introduction: Bacteria causing infections in endodontics are grouped together forming
astructure called biofilm. Biofilm removal from root canal surfaces is the main strategy to
prevent such infections from developing or persisting. In endodontics, the use of files
together with soluble irrigants during biomechanics is fundamental to improve root canal
disinfection. Irrigation is transcendental to be able to access all these surfaces that we
cannot access with biomechanics. With irrigation we achieve the dissolution and
elimination of organic matter (pulp, bacteria) and inorganic matter (smear layer) from
inside the canal system. There is currently no single irrigant that combines the ability to

dissolve organic and inorganic tissue.

Objectives: Biofilm removal from root canal during endodontic treatment is necessary to
prevent further complications. The use of dental files combined with irrigants during
instrumentation is fundamental to ensure perfect cleaning and disinfection. Several
irrigants have been proposed without a proper comparison. The aim of this study is to
compare different state of the art approaches to clean the root canal using passive
ultrasonic activation (PUI) or XP-Endo finisher (XPF) file activation in combination with
irrigants such as ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), etidronic acid (HEDP) combined

with sodium hypochlorite (NaOCl) 5.25% or EDTA combined with NaOCl 5.25%.

Material and Method: 100 teeth, uniradicular and multiradicular, were collected and
their roots were amputated. After mechanical preparation of the canal with the Denstply
WaveOne Gold rotary file system, they were incubated in Eppendorf with 0.5 McFarland
(McF) of Enterococcus faecalis in 1mL of brain heart infusion (BHI) and incubated for 2
weeks at 37°C. Subsequently, roots were divided into 5 groups (n=20) according to the
type of irrigant used. EDTA 17%, HEDP combined with NaOCl 5.25%, EDTA 17% mixed
with NaOCl 5.25%, a neutral irrigant (PBS) and a control group. Each irrigant group was
divided according to the activation technique used into two subgroups (n=10): PUI and
XPF. Dentin material recovered from root canals was used to quantify the residual

bacteria.

Results: The EDTA irrigated group had a significant effect on bacterial reduction. EDTA
mixed with NaOCl presented a reduction than EDTA alone. Finally, HEDP prepared in

NaOCl was the most effective irrigant, as no bacteria were recovered with this treatment.

Conclusions: HEDP is the best irrigant activated with XPF or PUI to eliminate bacteria in

our experimental biofilm model.



Keywords: Enterococcus faecalis, EDTA, HEDP, Passive Ultrasonic Activation (PUI), Endo-
XP finisher (XPF).
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Generalidades

La endodoncia es un tratamiento odontolégico que busca conocer y tratar las
alteraciones relacionadas con la agresién del tejido pulpar. (Figura 1) Estas
agresiones pueden tener un origen inflamatorio (trauma), infeccioso (caries) o
combinado. Segin como estas agresiones afecten al sistema pulpar pueden hacerlo
de manera reversible o irreversible, llegando a una necrosis pulpar, si se
prolongase en el tiempo. Por dltimo, este tipo de lesiones no siempre muestran

clinica y sintomatologia ya que muchas veces cursan de manera asintomatica.

Figura 1. (A) Fotografia de tejido pulpar vital extraido durante una endodoncia en un 3.6 por
pulpitis irreversible. (B) Fotografia de tejido pulpar necrético extraido durante la endodoncia de

un 1.6 donde se aprecia la falta de riego sanguineo producido por la muerte del tejido pulpar.

El objetivo de la endodoncia es eliminar el agente causante de la alteracién pulpar.
Esto se consigue con la limpieza y desinfecciéon de los de conductos radiculares.
Mediante, por un lado, la instrumentacién mecanica (limas) y por otro lado con

elementos quimicos (irrigacion) (Figura 2).
‘ i
Figura 2. (A) Radiografia periapical de diagndstico de un 1.4 donde se puede ver una necrosis
con lesién apical, provocada por una obturaciéon profunda realizada hace un afio. (B)

Radiografia periapical de revision del 1.4 pasados 3 meses donde podemos observar el

tratamiento de conductos realizado y la curacién de la lesion apical.
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Sistemas rotatorios

La instrumentaciéon mecanica ha ido evolucionando a lo largo de los afios. La
incorporacion de la instrumentacion rotatoria (Figura 3) y la aleacidon niquel
titanio han ayudado a la instrumentacion clasica manual para mejorar los
tratamientos. Esto, sumado a nuevos conceptos de instrumentaciéon, como la
instrumentacién reciprocante, ha facilitado una mejor limpieza y conformacion de

los conductos disminuyendo los errores durante la preparacion (1, 2).

1
RECIPROCATION \
'RECIPRQC ﬁLL'
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=
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Figura 3. Fotograffa de motor de endodoncia y un sistema rotatorio reciprocante. Lima

Waveone Gold primary 25/07.

A pesar de las mejoras en la instrumentacién mecanica, se ha comprobado que los
sistemas de limas rotatorias principales, no llegan a contactar con todas superficies
de los conductos radiculares, esto puede ocasionar que queden zonas sin tratar y

pueda ocurrir un posible fracaso endodéntico (3) (Figura 4).

A) B) Q) D)

Figura 4. Imagenes de pCT de un molar inferior tomadas de Zhao y cols (3, 4). (A)
Anatomia original del molar inferior (color rojo). (B) Instrumentacién del sistema de
conductos radiculares con WaveOne Gold Primary (color verde). (C y D) Superposiciéon de
areas instrumentadas (color verde) y no instrumentadas (color rojo) donde se observan

zonas sin tratar, sobre todo en los conductos distales.
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Lima de terminacion XP-Endo finisher

Para evitar que queden zonas sin tratar, se ha desarrollado instrumental
complementario que ayuda a mejorar el contacto de superficies no tratadas. Entre
ellas estan la lima de terminacién, XP-Endo finisher (XPF) (3) (Figura 5). Se
conoce como lima de terminacién porque se emplea después de la preparacion
biomecanica del conducto en el protocolo de irrigaciéon final, para ayudar al
irrigante a acceder a mas superficies. Esta lima funciona a una mayor velocidad
(800 rpm) con un calibre menor, que puede variar dependiendo de la temperatura
a la que se utilice, 0.01 a 0.04 (si llegamos a 35 grados) (3, 5). Presenta una gran
flexibilidad para poder moverse bien dentro de los conductos con un movimiento
ciclico oscilante (5). Gracias a esto, puede remover los restos de dentina y material
inorganico generados durante la instrumentacion, conocidos como barrillo
dentinario, concepto que se verd mas adelante y permitir un mayor acceso a los

tubulos dentinarios para penetrar mejor con la irrigacion (Figura 6).

Figura 5. Fotografia de la Lima XP-Endo finisher (XPF), con su

movimiento ciclico oscilante.

LXS, 000 Sk Univ, NS

‘b, 2

A) B)

Figura 6. Imagenes con microscopia SEM, la imagen (A) corresponde a las paredes del conducto
radicular después de la instrumentacién mecanica, donde se aprecia el barrillo dentinario

generado y la imagen (B) después de haber usado la XPF para limpiarlo (6).
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Aunque se use esta lima complementaria, sigue habiendo zonas de las paredes
donde no se puede llegar a contactar con el instrumental mecanico. Esto se debe a
que el conducto radicular se estructura como un sistema de conductos y su
distribucién es mucho mas compleja que un Unico canal radicular. La presencia de
conductos laterales, istmos y deltas apicales (Figura 7) imposibilitan la llegada del

instrumental mecanico a esas superficies (7).

Figura 7. Reconstruccion de imagenes de 3 tercios apicales en 3 premolares inferiores que nos
define la complejidad del sistema de conductos, con distintos deltas uniones ramificaciones e

itsmos. Fischer GM, Evans CE. (7).

Debido a esta complejidad, se hace obligatorio el uso de la irrigacién, gracias a ella
se podra acceder y desinfectar estas zonas tan complicadas de contactar. La
irrigacion debe permitir la disolucion y eliminacién de la materia organica como el
tejido pulpar y microorganismos e inorganica como el barrillo dentinario del

interior de los conductos radiculares (8, 9) (Figura 8).

Figura 8. Irrigacion con Hipoclorito de sodio (NaOCl) al 5,25% en un 3.7.
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Irrigacion
Generalidades

La instrumentacién, como se ha comentado, necesita de la ayuda de la irrigaciéon
para eliminar y desinfectar la mayor parte de las superficies del sistema de

conductos radiculares (9, 10).

El irrigante que se vaya a utilizar, deseamos que tenga buenas propiedades, tales
como capacidad de disolver los tejidos pulpares, tanto en diente vital como en
diente necroético, no solo de los conductos principales sino también de las
superficies de dificil acceso, deltas, itsmos, ramificaciones o conductos accesorios
(11). Debe presentar una baja tension superficial para facilitar el flujo por las
superficies de las paredes dentinarias (12) y debe tener baja toxicidad para los
tejidos perirradiculares (11, 13). Que nos facilite la entrada del instrumental, con
lubrificaciéon para poder llegar mejor a la regiéon apical y tener una buena
capacidad antimicrobiana para que pueda destruir el biofilm y las sustancias
residuales que puedan quedar después de la instrumentacién, como el barrillo

dentinario (14) (Figura 9).

Caracteristicas irrigante ideal

1. Tener capacidad antimicrobiana. 9. No tener efectos adversos.
2. Noirritar los tejidos periapicales. 10. No afectar a la obturacién.
3. Ser una solucién estable y activa. 11. No teiiir el diente.

4. Tener un efecto prolongado en el tiempo. 12. Ser biocompatible.

5. Poseer una baja tensidn superficial. 13. Favorecer la curacién.

6. Disolver materia organica. 14. No presentar toxicidad.

7. Eliminar materia inorganica. 15. Poseer un manejo facil.

8. Ser lubricante. 16. Tener un coste econdmico.

Figura 9. Tabla de las condiciones ideales de un irrigante (11-13).

Actualmente no existe el irrigante ideal que cumpla con todas y cada una de estas
propiedades, tenemos, por tanto, que combinar diferentes irrigantes para poder

lograr todos estos efectos.
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El irrigante principal y mas usado en endodoncia es el hipoclorito de sodio
(NaOCl). Se ha usado alo largo de los afios a diferentes concentraciones, diferentes
tiempos y temperatura, sin haber un consenso claro (15). Este irrigante a lo largo
de los afios se ha empleado solo o bien acompafiado de otros irrigantes con el

objetivo de mejorar su actividad.

Hipoclorito de sodio

El motivo principal del uso del hipoclorito de sodio (NaOCl) en endodoncia se debe
a su capacidad para la disolucion del tejido organico, como el tejido pulpar, y por

su poder antimicrobiano (15).

El compuesto activo del NaOCl es el cloro libre. El cloro, fue descubierto en el Siglo
XIIl y se prepard en su forma pura (Clz) por el quimico sueco Carl Wilhelm Scheele
en 1774. Las propiedades que descubri6 Scheele del cloro (Cl) son su solubilidad
en el agua y su reaccion con metales y 6xidos de metales. El nombre Cloro se basé
en la palabra griega ‘chloros’, que hace referencia a un color amarillo-verdoso que

representa el color del Cloro gas (16).

El cloro presente en el hipoclorito de sodio actia contra las bacterias rompiendo
las uniones quimicas moleculares. Es un fuerte oxidante, lo que provoca la
inhibicion de las enzimas bacterianas en un proceso llamado oxidacidn irreversible
de los grupos sulfhidrilos o grupos tiol (-SH). Estdn compuestos por un atomo de
azufre y un atomo de hidrégeno (-SH). Es el grupo funcional del aminoacido
cisteina y desempefia un papel importante en los sistemas biologicos de las
enzimas bacterianas esenciales (Figura 10). La forma en la que el cloro
interacciona con este grupo ocurre al intercambiar atomos con las enzimas y
células bacterianas. Cuando las enzimas entran en contacto con el cloro, uno o mas
de los atomos de hidrogeno son sustituidos por el cloro, lo que provoca que la
molécula se transforme o se rompa. Si la enzima no funciona correctamente, puede

causar la muerte de las células bacterianas o incluso de la propia bacteria (16-18).
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Figura 10. A) Esquema del grupo sulfhidrilo o grupo tiol, compuesto por una molécula de
azufre (S) y de hidrégeno (H) asociado a un radical (R). B) Esquema de la cisteina con el grupo

sulfhidrilo que es su grupo funcional.

A continuacidn, se explican, de manera mas detallada, como surgen las diferentes
reacciones quimicas que dan lugar al poder de disolucion y antimicrobiano del

hipoclorito de sodio (NaOCl).

Reacciones quimicas del hipoclorito de sodio

Para entender el hipoclorito de sodio hay que fijarse en su féormula quimica. El
hipoclorito de sodio es una sal que se compone de un catién o ién positivo y un ién
0 anién negativo. El anion o parte negativa hace referencia a la parte de
hipoclorito, que se compone a su vez de un atomo de cloro y un atomo de oxigeno
(C10°) y la parte positiva o catién es Na*, por lo tanto, la unién del anién con el

cation forma el hipoclorito de sodio (NaOCl).

Pécora y cols (18) informaron de que el hipoclorito de sodio (NaOCI) presenta un
equilibrio dindmico, como lo demuestra la siguiente reaccion, que tiende a cambiar
de direccion continuamente dependiendo del pH. En forma acida (pH menor que 4)
predomina el cloro gas Clz. En condicién neutra (pH 7) el acido hipocloroso (HOCI)
y en pH alcalinos mayores de 9 el i6n hipoclorito (ClO-). La forma en que se

produce el cloro es mediante oxidacion quimica y electrolitica (18, 19).
NaOCl+ H,0 < NaOH + HOCI <> Na*+ OH-+ H*+ OCl

El hipoclorito de sodio (NaOCl) en solucion acusa da lugar a hidréxido de sodio

(NaOH) y acido hipocloroso (HOCI). Posteriormente dependiendo del pH se disocia
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en iones de sodio Na* y en iones hipoclorito (OCl-), o bien predominado el acido

hipocloroso (HOCI) si la solucion tiene pH acido (18, 19).

Esta sustancia idnica se disocia de la siguiente manera: Na (*J OCI () en H20 nos da
como resultado ClO- (ACIDO) + Na+ (BASE) 3 su vez el CIO- proviene del &cido

hipocloroso HCIO y el Na* proviene de la base NaOH.

Al juntar el Na* + H20 no se produce reaccion al no tener fuerza para combinarse el

Na() al grupo hidroxilo del agua. (OH).

Al juntar el CIO- + H20, si existe fuerza de unién, reaccionando el acido hipocloroso

(HCIO) y un grupo Hidroxilo (OH).

Al sumar todas las reacciones tenemos: NaOCl en agua HCIO+ Na + OH.

NaClO + H,O — HCIO + Na* + OH-
HCIO — H* + CIO-

Esta primera reaccién aumenta el pH. El 4cido hipocloroso (HOCI), es
eléctricamente neutral y los iones hipoclorito (OCL-) eléctricamente negativos, esto

es lo que provoca la desinfeccion, que se explicara mas adelante (18, 19).

Ambas sustancias tienen un comportamiento muy distintivo. El acido hipocloroso
es un agente mas reactivo y fuerte que el hipoclorito. El acido hipocloroso se divide

en i6n hipoclorito (OCl) e hidrégeno (H) (18-20).

HCIO — H" + CIO-

La pared celular de los microorganismos patégenos esta cargada negativamente,
de esta manera puede ser penetrado por el acido hipocloroso neutro, en lugar del
ion hipoclorito cargado negativamente (18, 19). El acido hipocloroso puede
penetrar en las paredes celulares y capas protectoras de microorganismos

influyendo de manera efectiva contra los patdégenos, o bien mueren o su actividad
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reproductiva se ve inhibida, como hemos comentado anteriormente gracias a la

accion del cloro (18, 19) (Figura 11).

‘0Cl
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Figura 11. Esquema de la penetraciéon del acido hipocloroso dentro de la bacteria para su
posterior inhibicién (18). Se puede observar como el i6n hipoclorito (OCl) cargado negativamente
no puede penetrar la membrana sin embargo, el 4cido hipocloroso (HOCI) que es neutro consigue

penetrar la membrana y desestabilizar la estructura interna de la bacteria provocando su muerte.

A su vez, cuando el hipoclorito de sodio entra en contacto con tejido organico

ocurren las siguientes féormulas quimicas (Figura 12):

Scheme 1. Saponification reaction.
(=] (=]
Il Il
R-C—O—-R + NaOH ¢« R-C—-0O-Na + R-OH
Fatty acid Sodium Soap Glycerol
hydroxide
Scheme 2. Amino acid neutralization reaction.
H o H =]
| i | i
R-C-0O-C + NaOH « R-C-0O0-C + H,O
| |
NH, OH NH, ONa

Amino acid Sodium Salt Water
hydroxide

Scheme 3. Chloramination reaction.
H o Cl o
| £t | £
R-C-O-C + HOCl <= R-C-0O-C + H,O
| |
NH, OH NH, OH

Amino acid Hypochlorous Chloramine WWater
acid

Figura 12. Imagen resumida de las 3 reacciones principales que ocurren cuando el
hipoclorito de sodio (NaOCl) entra en contacto con tejido organico. Las tres 3 reacciones

son la Saponificacidn (1), Neutralizacidén (2) y Cloraminacidn (3) (20).
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Estas reacciones quimicas que ocurren entre el tejido organico (12, 14, 15) y el

hipoclorito de sodio, se suceden en el siguiente orden.

Al entrar en contacto el hipoclorito de sodio con el tejido organico se produce la
primera de las reacciones quimicas que es la saponificacion. La saponificacién
es un proceso quimico por el cual un cuerpo graso (en este caso el hipoclorito
actia como acido graso organico), unido a una base y agua, da como resultado

jabon y glicerina, lo que reduce la tension superficial de la solucién restante.

7 O

O
3
(&)
()

N

CH;— OH Ri— COO™Na*

,;-O

CH—0—C + 3NaOH
b

4

> CH—O0H * R;—COONa

CH,— OH R:— COONa'

0
CHh—0—C
R
Triglicérido Hidroxido Glicero 3 Moléculas de jabon
(grasacacete) © deSodo ~~ (icerina) * (sales e dcidos grasos)

A continuacién, de manera casi de manera simultdnea se produce la segunda
reaccion de neutralizacion. El hipoclorito de sodio neutraliza los aminoacidos
formando agua y sal. Con la salida de los iones de hidroxilo, hay un aumento del
pH. Estrela y cols (18, 19) estudiaron el efecto biolégico del pH sobre la actividad
enzimatica de las bacterias anaerobias. Los sitios enzimaticos se encuentran en la
membrana citoplasmatica, que es responsable de funciones esenciales tales como
el metabolismo, la divisidn celular y el crecimiento, formacién de la pared celular,
la biosintesis de lipidos, el transporte de electrones o la fosforilacién oxidativa (18,
19). El gradiente de pH de la membrana citoplasmatica se ve alterado por la alta
concentracion de iones hidroxilo por la accién del hipoclorito, que actdan sobre las
proteinas de la membrana (desnaturalizacién proteica). El alto pH (12,5),
influenciado por la liberaciéon de iones hidroxilo, altera la integridad de la
membrana citoplasmatica por medio de lesiones quimicas de los componentes
organicos y el transporte de nutrientes, o mediante la degradacion de fosfolipidos

o acidos grasos insaturados acidos grasos insaturados de la membrana
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citoplasmatica, observada en el proceso de peroxidacién, que es una reacciéon de

saponificacion (18).

El 4cido hipocloroso, presente en la solucion de hipoclorito de sodio, cuando entra
en contacto con el tejido organico actia como disolvente, libera cloro que,
combinado con el grupo amino (NH:) de la proteina, forma cloraminas (tercera
reaccion, cloraminacion). El acido hipocloroso (HOCI) y los iones de hipoclorito
(OCl) conducen a la degradacion e hidrolisis de los aminoacidos y por tanto de la

disolucion (18-20).

Esta tercera reaccion, la reaccion de cloraminacion entre el cloro y el grupo amino
(NH) forma cloraminas que interfieren en el metabolismo celular bacteriano. El
cloro (oxidante) presenta una accién antimicrobiana que inhibe las enzimas
bacterianas y conduce a una oxidacion irreversible de los grupos (-SH) de las

enzimas bacterianas esenciales, como se ha explicado anteriormente (16-18, 20).

Es por esto que el hipoclorito de sodio presenta actividad antimicrobiana con
accion sobre los sitios enzimaticos esenciales de las bacterias, promoviendo la
inactivacion irreversible originada por los iones hidroxilo y la acciéon de la
cloraminacién. La disolucién del tejido organico puede verificarse en la reacciéon
de saponificacion cuando el hipoclorito de sodio degrada los acidos grasos y los

lipidos, dando como resultado jabon y glicerol (18-20).

La capacidad de disolucion de tejido organico y efecto antimicrobiano del
hipoclorito de sodio estd condicionada por tres factores: concentracidn,

temperatura y pH (18, 20).

La concentraciéon a la que se usa en clinica el hipoclorito de sodio varia entre
aproximadamente el 1% hasta el 6%. Aunque no hay evidencia de cual es la
concentracion Optima, la mayoria de los autores estan de acuerdo en que una
concentracion de hipoclorito de sodio es més efectiva a concentraciones altas que a
concentraciones bajas (10, 21, 22). Clegg y cols (23) llegaron a afirmar que la Uinica
concentracion capaz de eliminar biofilm impidiendo que se reprodujera de nuevo

era una concentracion del 6%.
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A su vez la efectividad antimicrobiana, igual que en la disoluciéon de tejido
organico, una mayor concentraciéon aumenta su efecto, como se ha visto en los

estudios de Spanoy cols (24) y Siquera y cols (25).

La temperatura influye también de manera directa, ya que si esta aumenta, la
accion de hipoclorito aumenta, tanto para la disolucion de tejido organico como la
capacidad antimicrobiana (26). Sirtes y cols (27) demostraron el mismo efecto
antimicrobiano usando hipoclorito 1% a 45 grados e hipoclorito 5,25% a 20

grados.

En relacién al pH, el hipoclorito de sodio, es una solucién alcalina que posee un pH
de aproximadamente 11,6. Spano y cols (24) observaron que al disminuir el pH del
hipoclorito de sodio a 9, con el consecuente cambio en el equilibrio quimico con la
formacién de acido hipocloroso, disminuy6 la velocidad de disolucién de los
tejidos. Por otro lado, el aumento de pH y la formaciéon de acido hipocloroso
aumenta la cantidad de cloro libre en el medio y por tanto aumenta la efectividad
antimicrobiana. Por tanto, a mayor pH, mayor efecto antimicrobiano pero menor
efecto en la disoluciéon de tejidos y al revés, a menor pH, mayor efecto en la

disolucion de tejido organico pero menor efecto antimicrobiano (24, 27).

Barrillo dentinario (smear layer)

El hipoclorito de sodio es, por tanto, el irrigante ideal para disolucion de tejido
organico y eliminacién de microorganismos. Sin embargo, durante la preparacién
del conducto radicular, se originan ademdas de restos organicos (pulpa y
predentina) restos inorganicos que se depositan sobre las paredes del conducto y
forman una capa de barrillo dentinario conocida como Smear Layer (28) (Figura
13).

Este barrillo dentinario o Smear Layer esta formado por 2 capas: una superficial,
poco adherida a las paredes dentinarias, irregular, densa y amorfa (29-31) con un
espesor de 1 a 2 um y otra mas profunda que forma tapones dentro de los tibulos
dentinarios obliterandolos total o parcialmente (29). Esta tltima capa puede variar
en funcién del tipo de instrumentacion que se emplee, la edad del diente o cantidad

de irrigante usado (32, 33).
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Figura 13. Imagen de los tibulos dentinarios obstruidos por el barrillo dentinario después de la

instrumentacién mecanica. Imagen tomada de Violich y cols (34).

En conductos infectados pueden encontrarse también microorganismos en el
barrillo dentinario (29). Estos pueden permanecer y luego migrar a otras zonas

(10, 22, 35, 36).

Este barrillo dentinario debido a la obstruccion que produce en los tdbulos
dentinarios disminuye la capacidad de difusiéon dentro del conducto tanto del
hipoclorito de sodio como de posibles medicaciones intraconducto, ademas de

dificultar la obturacién definitiva (37, 38).

El barrillo dentinario, contiene principalmente sustancias inorganicas. Ya que el
hipoclorito de sodio no tiene efecto sobre sustancias inorganicas, es preciso la
ayuda de quelantes para disolver esta capa (29). Esto se debe a que los
componentes de la capa de barrillo dentinario son pequefias particulas con una
gran relacion superficie/masa, altamente solubles en acidos denominados

quelantes (39).

Quelantes

El término 'quelante’ deriva de la palabra griega 'chele' (garra de cangrejo). Los
quelantes son complejos particularmente estables de iones metalicos con
sustancias organicas como resultado de enlaces en forma de anillo (Figura 14).
Esta estabilidad es el resultado del enlace entre el quelato, que tiene mas de un par

de electrones libres, y el ion metalico central (40).
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Figura 14. A) Estructura quimica del quelante EDTA. B) Unidén del quelante EDTA con
un metal (M).

La principal caracteristica de los quelantes por la que es usada en Odontologia es la
capacidad de unirse e inactivar los iones metalicos (Figura 15), tales como el
Calcio (Ca), hierro (Fe), el Cobalto (Co) o Manganeso (Mn) entre otros. En 1951 se
publicaron los primeros informes sobre el efecto desmineralizador del EDTA en
los tejidos duros dentales (2). La primera vez que se usaron los quelantes en
endodoncia fue en 1957 por Nygaard-Ostby (12, 41), quién recomendé el uso de
una soluciéon de EDTA al 15% y un pH 7.3.

Son sustancias normalmente acidas, cuyo mecanismo de accion es la captaciéon de
iones de calcio presentes en la dentina, para reducir su tension superficial,
reblandecer las paredes dentinarias y asi facilitar la limpieza y conformacién de

estas superficies (40).

Q-

Metal + Ligando = Quelato

Figura 15. Esquema de la captacién de un metal, en este caso una molécula de hierro, por un

quelante(40).
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No todos los quelantes fijan todos los iones metdlicos, hay por tanto una

especificad, el acido etilendiaminotetracetico (EDTA) (Figura 16), es un quelante

especifico para el i6n calcio y en consecuencia para la dentina. Es el quelante por

excelencia en endodoncia (2).

CaH:02

CoHaO2 CaHz02 CoHi0;
N-CHzCH,N )
— CHs ;
CaH302 / Ca \
O=CO OoC=0

CaHiO;
NCHTCHTN4
\‘\ ’v"’ CH2

Figura 16. Imagen de la reaccién quimica del EDTA y su reorganizacion tras la captaciéon de un ién

de calcio (13).

Medios de quelantes

Segun el medio en el que se vayan a emplear los quelantes pueden ser:

¢ (Quelantes liquidos: para su empleo en la irrigaciéon del conducto radicular

principalmente en el protocolo de irrigacion final, para potenciar el efecto

antimicrobiano al eliminar el barrillo dentinario adherido a los tubulos

dentinarios y potenciar el efecto antimicrobiano del NaOCl.

¢ (Quelantes tipo pasta: de solucién pastosa para su empleo en la preparaciéon

del conducto radicular. Se usan solo al principio de la endodoncia para

favorecer la permeabilidad del conducto y sobre todo en casos de

metamorfosis calcica.

Los quelantes tanto en liquido como gel deben usarse siempre en los tratamientos

de endodoncia y son especialmente recomendados en conductos radiculares

estrechos y calcificados (42-45).
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Quelantes fuertes y débiles

Segun su forma de unién y poder complejante, se clasifican en fuertes (EDTA) y
débiles como el acido etidronico (HEDP). Cuanto mas fuerte sea un quelante, mas
estable es la unidn, esperandose mayor solubilidad del producto, mas eficiencia de

aplicacion y mejor absorcion (41).

Etilendiaminotetracetico (EDTA)

El EDTA es el quelante mas usado en endodoncia (41). Al igual que el hipoclorito
de sodio también se ha usado a diferentes concentraciones que oscilan entre el 9%
y el 17%. Se estima que entorno a partir del 10% presenta una inhibicion
bacteriana como evidenciaron Kotula y Bardacova en 1970 (46). El EDTA en su
forma pura tiene una tension superficial mas baja que el 1- 5% de hipoclorito de

sodio (NaOCl) (9).

Comunmente se usaba el EDTA al comienzo de la endodoncia para lubrificar la
entrada del conducto y recorrido dentro del mismo, principalmente en conductos
estrechos o calcificados. Nikiforuk y Sreebny (2) definieron que el pH ideal para
emplear el EDTA en descalcificacion dentinaria era préximo al neutro, unos 7,5.
Segura y cols (13) definieron los usos principales por los que debemos usar el

EDTA durante el tratamiento endoddntico (Figura 17).

1. Localizacion de la entrada de los conductos.

2. Ensanchamiento quimico sencillo e «inocuo».

3. Eliminacién del barrillo dentinario.

4. Mejor limpieza mecanica de la pared dentinaria.

5. Desinfeccion de la pared dentinaria (accion antibacteriana).

6. Aumento de la permeabilidad dentinaria a medicamentos.

7. Mayor adhesion del cemento a la pared dentinaria.

8. Facilita la extraccion de instrumentos rotos.

9. Preparacion de conductos estrechos y/o calcificados

Figura 17. Tabla de propiedades generales del EDTA (13).
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Principales caracteristicas del EDTA:

Desmineralizacion

Nygaard-@stby (47) utiliz6 el principio de un producto de solubilidad constante
para explicar la desmineralizacion del tejido duro dental por el EDTA y su sal de
sodio. Se establece un equilibrio entre la solucién salina saturada y el precipitado
consolidado porque los iones del precipitado entran constantemente en la
solucién, mientras que, al mismo tiempo, los iones de la solucién se precipitan
como sdlidos. La concentracion de la sal se mantiene constante y, por lo tanto, el
producto de las concentraciones de los iones en la soluciéon a una temperatura
determinada (el producto de la solubilidad) se mantiene estable. En la dentina los
componentes minerales son principalmente el fosfato y el calcio que son solubles
en agua. Cuando se afiade a este equilibrio la sal del EDTA, se eliminan los iones de
calcio de la solucion. Esto conduce a la disolucidon de mas iones de la dentina, de
manera que el producto de solubilidad permanece constante. Asi, los quelantes

provocan la descalcificacion de la dentina (48).

Cambios en la dureza de la dentina

El valor de dureza de la dentina radicular se encuentra entre 40 y 75 kg mm-2
dureza de Vickers (49, 50). La dureza de la dentina varia segun la superficie donde
se encuentre. Aumenta desde el interior del conducto hacia la uniéon cemento-

dentinal, y disminuye desde coronal hasta apical (49).

Estudios previos han demostrado la reduccién de la dureza de la dentina cuando es
tratada con un quelante. Esta accion tiene lugar principalmente en la parte coronal
y partes amplias del conducto, pero no en zonas estrechas ni en el apice radicular
(50, 51).

Esta variacién se debe por un lado a la dificultad de llevar el quelante a las zonas
mas estrechas y tercio apical, y también refleja las diferencias de estructura entre

la dentina media, coronal y apical (52, 53).
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Cambios en la permeabilidad de la dentina

La permeabilidad de la dentina esta marcada por los tdbulos dentinarios. Estos son
mas numerosos y anchos en zonas prdéximas a la cavidad pulpar. El numero de
tubulos cercano a la pulpa es de 58000 mm? con un didmetro de de 1,2 um
respecto a 10000 mm? y un diametro de a 0,4 um en zonas de unién dentina-

cemento (54, 55).

Después de la instrumentacién mecdanica, la formaciéon del barrillo dentinario
provocado por esta, reduce la permeabilidad de la dentina entre 25-49% (56). Por
eso, es importante manejar y eliminar todo este material inorganico de dentro del
conducto radicular mientras se instrumentan las superficies, ya que la
permeabilidad de la dentina depende directamente del area de la luz de los

tabulos.

Numerosos estudios han reportado que la irrigaciéon con una solucién de EDTA al
17% tiene un buen efecto en la limpieza de las paredes del conducto radicular y
sobre los tubulos dentinarios se vuelven mas grandes y visibles por la disolucién

de la dentina peritubular y la eliminacién de tejido inorganico (57-61).

Este aumento en la permeabilidad de la dentina se debe al empleo del EDTA y su
accion en a la eliminacion del barrillo dentinario. Como consecuencia de este
agrandamiento de las entradas de los tibulos dentinarios se facilita la entrada de
irrigante, mejora la difusion de medicacion intraconducto y también el material de

sellado durante la fase de obturacién. (59-61).

Efectos antibacterianos del EDTA

El EDTA por si solo presenta un efecto antibacteriano limitado. La actividad
antibacteriana se debe a la quelacién de los cationes de la membrana externa de
las bacterias, esto hace que desestabilice su estructura y favorezca el

desprendimiento de las superficies en las que se encuentran adheridas.

Yoshida y cols (62) examinaron la eficacia de una soluciéon de EDTA al 15%
utilizada en combinacién con ultrasonido. No se encontraron bacterias en el

conducto radicular en 93 de los 129 casos. El EDTA demostré tener un mayor
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efecto antimicrobiano comparandolo con solucidn salina. Los autores concluyeron
que al actuar en la eliminacién de barrillo dentinario se disminuye el nivel

bacteriano, mediante arrastre mecanico.

El uso combinado de EDTA y NaOClI 5,25% tiene un mayor efecto antimicrobiano
que el NaOCl solo (63). Yang & Bae (64) encontraron menos bacterias (Prevotella
nigrescens) adheridas a la dentina radicular cuando se combinaban ambos
irrigantes, que en los conductos radiculares donde el barrillo dentinario no se

habia eliminado.

Por lo tanto, gracias a la capacidad del EDTA de disolver los componentes
inorganicos del barrillo dentinario, se recomienda su uso en combinacién con
NaOCl (concentraciones desde 0.5 a 5.25%) para aumentar la remocién de los
remanentes organicos (41, 65). Yamashita y cols (65) igualmente vieron que la
accion de limpieza y efecto antibacteriano es mayor cuando se combinan juntos

que separados (Figura 18).

Figura 18. Imagenes tomadas del estudio de Yamashita et al (65). En ellas se puede apreciar
la evolucién después de haber usado el EDTA y como favorece la entrada y localizacién de los
tubulos dentinarios. Foto final (A) donde ya hemos usado el EDTA comparado con la figura

inicial antes de usarlo donde apenas se pueden distinguir (D).
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Sin embargo, otros estudios avalan que el NaOCl reduce su capacidad de disolucién
asi como la reduccion de cloro libre y efecto antibacteriano en presencia de EDTA,
lo que disminuye la eficacia antibacteriana del NaOCl (66). No obstante, como se
verd mas adelante esto se debe principalmente al tipo de sal de EDTA que se use al

combinar con el NaOCl y no al EDTA en si.

Acido Etidrénico

El otro quelante importante usado en endodoncia es el acido etidrénico (HEDP). El
HEDP no es téxico y se usa en medicina para tratar enfermedades dseas sistémicas
(67, 68), por la capacidad que tiene de fijaciéon del calcio, al igual que los otros

quelantes (68-70).

Presenta caracteristicas muy parecidas respecto al EDTA en su actuacién contra el
barrillo dentinario y desmineralizacion (Figura 19). Previamente se ha intentado
analizar su efectividad antibacteriana en combinaciéon con el NaOCl (57). Los
resultados obtenidos parecen indicar que es una mejor opcion respecto al EDTA

para combinarlo con el NaOCl en protocolo de irrigacion final (48, 57, 58, 70, 71).

Se considera como un posible sustituto del EDTA porque puede ser mezclado con
NaOCl sin interferir o muy poco con el pH en el medio. La eficacia antibacteriana
del NaOCl y su potencial de disolucién de tejido organico esta marcada por el cloro
libre disponible en soluciéon (69). Este cloro libre depende del pH y el HEDP
apenas altera el pH del medio (68, 70, 71). Esto hace que el NaOCl y el HEDP
permanezcan activos cuando se mezclan. Esta mezcla se utiliza durante la
preparacion biomecanica, el NaOCl con HEDP disuelve los restos de pulpa y
elimina los microorganismos, a la vez que se previene la formaciéon de barrillo

dentinario.

Sin embargo, algunos estudios vieron una ligera reduccién en la actividad de
disolucion de la materia organica al analizar la mezcla de NaOCl con E1 HEDP. Esto
se debié probablemente al hecho de que esta sustancia por su naturaleza quelante
(72, 73) pueda ser capaz causar una ligera reduccion en la Contenido de cloro libre

disponible (68)
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A)

Protocol Canal third Clean root canal
PTN + NaOCl + EDTA Coronal 53% (10/19) 16% (3/19)
69% (13/19)
Mid-root 30% (6/20) 25% (5/20)
55% (11/20)
Apical 25% (5/20) 5% (1/20)
30% (6/20)
PTN + DR Coronal 55% (11/20) 10% (2/20)
65% (13/20)
Mid-root 37% (7/19) 26% (5/19)
63% (12/19)
Apical 50% (10/20) 5% (1/20)
55% (11/20)
B)
Protocol Canal third Clean root canal

PTN + NaOCl + EDTA Coronal

Mid-root

Apical

PTN + DR Coronal

Mid-root

Apical

53% (10/19)
85 (16/19)
60% (12/20)
100% (20/20)
85% (17/20)
95% (19/20)
65% (13/20)
95% (19/20)
53% (10/19)
95% (18/19)
70% (14/20)
95% (19/20)

Smear layer present

26% (5/19)

31% (6/20)

15% (3/20)

45% (9/20)

30% (6/20)

70% (12/20)

20% (4/20)

35% (7/20)

10.5% (2/19)

37% (7/20)

15% (3/20)

45% (9/20)

32% (6/19)

40% (8/20)

10% (2/20)

30% (6/20)

42% (8/19)

25% (5/20)

20% (4/20)

15% (3/20)

10% (2/20)

16% (3/19)

15% (3/20)

Debris present
10% (2/19) 0
15% (3/19)

0

0% (0/20)
0

5% (1/20)
5% (1/19)
5% (1/20)
5% (1/20)
5% (1/19)
0

5% (1/20)

5% (1/19)
10% (2/20)
25% (5/20)
5% (1/20)
10.5% (2/19,

15% (3/20)

5% (1/19)

120

5% (1/20)

Figura 19. (A) tabla de accion de los quelantes EDTA y HEDP (DR, dual rinse) sobre el barrillo

dentinario “smear layer” en tercio coronal medio y apical usando como sistema rotatorio

Protaper Next (PTN). (B) Tabla con la accién de los quelantes sobre los restos dentinarios. En

ambas tablas muestran resultados muy parecidos (57).

Tiempo de trabajo de los quelantes

Se ha observado que una buena eficacia de limpieza del EDTA, tanto en solucién

acuosa como en gel, requiere un tiempo de trabajo de entre 1 y 5 minutos (74, 75).

Calt y cols (58, 76) observaron que una exposiciéon 10 mL de EDTA durante 1

minuto fue suficiente para remover la capa de barrillo, mientras que una

exposicién durante 10 min causé una excesiva erosion peritubular e intratubular

lo que provoca deformaciones en las superficies de los conductos radiculares (76).
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No se puede dar una recomendacion definitiva sobre la cantidad y el tiempo de
trabajo 6ptimos para un quelante en pasta o liquido en condiciones clinicas, lo que
si se observa es que un minuto es tiempo suficiente para que el EDTA actde contra
el barrillo dentinario y que un tiempo mas prolongado puede ser dafiino para las

superficies.

El HEDP al ser un quelante débil, es menos agresivo que el EDTA en la dentina,
presenta las mismas caracteristicas contra el barrillo y restos dentinarios, pero

crea menos erosiones en las superficies de los conductos (70, 72).

Quelacion continua

En 2005 se introdujo el concepto llamado quelaciéon continua, en el que se
empleaba de manera continuada el hipoclorito de sodio junto con el quelante,

EDTA o HEDP durante los protocolos de irrigacion final (32, 68).

Los quelantes que se proponen en el protocolo de quelacién continua son el EDTA,
concretamente sal tetrasddica de EDTA en vez de sal disddica y el HEDP para
alternarlos junto al hipoclorito de sodio (69). El empleo de estas nuevas férmulas

hace que el NaOCl se mantenga unas condiciones alcalinas (77).

Estas condiciones, permiten la mayor concentraciéon de hipoclorito en el medio y
favorecen la disolucion de tejido organico (78) que combinados con los quelantes
permiten una mayor difusion dentro de los conductos gracias a la eliminacion de

los restos inorganicos.

Por otro lado, los quelantes promueven el desprendimiento de las biopeliculas de
las paredes dentinarias favoreciendo la desinfeccion de los conductos radiculares
(9,79) y ademas interfieren en procesos de nutriciéon bacteriana al captar los iones

metalicos que intervienen en este proceso (80).

Zehnder y cols (68) vieron que con una concentraciéon menor de hipoclorito de
sodio (NaOCl 1%) combinado con un quelante en la quelacién continua, se reduce
la presencia de cloro libre disponible disminuyendo el pH. Con esto el efecto

antimicrobiano y la disolucién de tejidos del NaOCl disminuye. Por eso es
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conveniente que al combinar ambos, se usen concentraciones mayores de NaOCl

para no perder sus propiedades (68) (Figura 20).

Agent Wt/vol Ratio pH 1 min 1h 1d 21d
(H20) - 11 1.7 100% 100% 100% 100%
5:1 11.2 100% 100% 100% 100%
1:5 11.9 100% 100% 100% 100%
EDTA 17% 11 8.2 10% 0% 0% 0%
5:1 8.0 10% 0% 0% 0%
1:5 8.4 10% 0% 0% 0%
Citric acid 10% 11 24 0% 0% 0% 0%
5:1 18 0% 0% 0% 0%
1:5 43 0% 0% 0% 0%
STP 9% 11 9.8 100% 100% 100% 100%
5:1 9.3 100% 100% 100% 100%
1:5 10.6 100%1 100% 100% 100%
ATMA 15% 11 0.8 10% 0% 0% 0%
5:1 0.6 0% 0% 0% 0%
1:5 1.1 20% 0% 0% 0%
HEBP 7% 11 10.7 100% 80% 20% 0%
5:1 10.6 100% 50% 10% 0%
1:5 1.3 100% 100% 90% 20%

Figura 20. La disminucién de pH influye directamente en la proporcion de cloro disponible
cuando se combina una solucién de hipoclorito de sodio 1% combinado con EDTA y HEDP. En
este estudio de Zehnder y cols (68) evaluaban los resultados en el tiempo. En nuestro caso nos
interesa conocer la disponibilidad en 1 minuto, que es el tiempo que realizamos durante el

protocolo final de irrigacién.

Por ultimo, en la quelacién continua el efecto de la temperatura es importante ya
que con el aumento de temperatura ocurren reacciones quimicas mas
frecuentemente, acelerando el agotamiento de cloro libre disponible y reduciendo
por tanto la efectividad de los irrigantes combinados. (69). Por esto se recomienda

si se usan ambos, realizarlo a temperatura ambiente.

Técnicas de irrigacion

El principal objetivo de la irrigacion es acceder al mayor numero de superficies y
provocar la eliminacién de los microorganismos y toxinas presentes en los
conductos radiculares. Esta eliminacién nunca puede ser completa, pero si debe
reducir los microorganismos a unos niveles tan bajos que permitan la curacién

clinica (81).

Se ha estudiado recientemente que con una instrumentacion mecanica y una

irrigacion convencional se logra a una desinfecciéon de aproximadamente un 60%,
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por lo que existe evidencia de que hay zonas a las que no se consigue llegar y tratar
convenientemente (71). Este hecho hace que sea necesario buscar métodos o
tratamientos alternativos en la irrigaciéon que permitan acceder a esas superficies
que de otra forma no se pueda limpiar, para mejorar estos porcentajes de
reduccién de microorganismos. También es importante la forma de la irrigacién
con los quelantes para que eliminen el barrillo y favorezca una mejor penetraciéon

del irrigante a los tubulos dentinarios (71, 82).

De estos métodos, el mas importante es la activacion (Figura 21). La activacion se
realiza para mejorar y potenciar las capacidades del irrigante dentro del conducto
radicular. Entre los métodos de activacién se encuentran: la activacién manual y la

activacion de la irrigacion asistida por instrumental mecanico (83).

Técnicas de activacion en la irrigacion

Manual

Activacion mediante jeringa convencional o canula.

Cepillos.

Agitacién manual dinamica.

Mecanico-asistida

Cepillos rotatorios.

Activacion del irrigante en la instrumentacion rotatoria.

Soénica.

Ultrasonica.

Dispositivo de presion alternativa.

Figura 21. Esquema de adaptacidn de las diferentes técnicas de activacidn del irrigante.

La irrigacion manual con jeringa esta orientada a odontdlogos generales. Consta
de una jeringa y una canula que puede tener salida frontal o lateral (Figura 22)

(84). Es un método muy usado por la facilidad que tiene para irrigar y controlar el
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volumen que dispensamos dentro del conducto. La activacidn del irrigante en este

caso se realiza mediante la agitacion de la jeringa dentro del conducto de forma

manual (84, 85).
a b c I ! f

Figura 22. Diferentes salidas de jeringas convencionales en endodoncia 30-G, tanto salida

frontal (A) como de salida lateral (B-F) (84).

Otras técnicas usadas para la activacion de irrigacién manual son los cepillos o la
activacion mediante cono de gutapercha maestro, agitandolo de forma manual
dentro del conducto. Estos métodos de activacion estdn en desuso ya que se ha

visto que tienen carencias (86).

Activacion sénica y ultrasonica

En la activacién asistida por instrumental mecanico figuran principalmente la
activacion sonica y la ultrasénica. Existen otros métodos, como la activaciéon por
cepillo rotatorio (300 rpm) descrito por Ruddle, (87) o la activacion de irrigaciéon
continua mediante la instrumentacién rotatoria en el que el irrigante se activa
cuando pasamos las limas rotatorias (88). Sin embargo, estos ultimos presentan

una menor garantia frente a la activacion sénica y la ultrasénica (88).
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Tanto los sistemas sénicos como ultrasénicos producen la activacion del irrigante
mediante un movimiento pulsatil, creando una activaciéon hidrodinamica. Difieren
ambos en la frecuencia siendo los sonicos (1-8 khz) y los ultrasénicos (25-30 khz).
Estos movimientos oscilatorios tienen lugar en la punta del instrumento
provocando la activaciéon y produce el fenémeno conocido como microcorriente

acustica y cavitacion (88) (Figura 23).
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Figura 23. Representacién del movimiento ciclico y de microcorriente actstica del irrigante al
ser activado (89).

Conceptos de microcorriente acustica y cavitacion

La microcorriente acustica es la circulacién de un fluido inducida por las fuerzas
creadas por la vibraciéon hidrodinamica de un objeto vibratorio activado por
ultrasonido. Cuando un objeto oscilante con una baja amplitud de desplazamiento
es sumergido en un liquido, se forman patrones de oscilacion del fluido alrededor
del objeto. Estas oscilaciones van a formar corrientes en remolino, que crean un
gradiente de velocidad produciendo tensiones vibratorias, de manera que
cualquier material biolégico que entre en el area de la corriente va a ser sometido a

tensiones vibratorias y puede resultar dafado (89-92).
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La cavitacion del irrigante es la formaciéon de vacios submicroscopicos como
resultado de vibrar un medio fluido por el movimiento alternante de alta
frecuencia de la punta de un instrumento. Cuando estos vacios hacen implosion, se
crean ondas de choque que se propagan a través del medio y producen liberacién

de energia en forma de calor (89-91).

En la activacién sénica un instrumento utilizado con frecuencia es el Endoactivator
(Dentsply Tulsa Dental Specialties, Tulsa, OK) (Figura 24). El tiempo de activacion
en la activacién sénica es de 3 minutos. No hay un consenso establecido sobre los
ciclos o tiempos dentro de estos 3 minutos, variando entre 10 segundos a 30

segundos o incluso un minuto por ciclo (93-95).

N

N\

N L

A) B)

Figura 24. (A) Endoactivator (Dentsply Tulsa Dental Specialties, Tulsa, OK) para activaciéon

sonica. (B) diferentes calibres de puntas de activacién varian desde el 20, 25 y 30.

En la activacion ultrasonica, la primera propuesta descrita para el uso de sistemas
ultrasénicos en el tratamiento de conductos radiculares fue de Richman en 1957
(96). En 1980, Martin y cols, iniciaron el uso de la energia ultrasénica para
instrumentar e irrigar los conductos con un sistema sinérgico ultrasonico

endosonico (97).

Sabin y cols (98) y Stamos y cols (99) observaron una mayor capacidad de
remocion de barrillo dentinario en la activacién ultrasénica frente a la sénica. Esto
es debido a la mayor frecuencia con la que actta la activaciéon ultrasénica, creando
una mayor corriente acustica, lo que permite una mayor remocién de todo el

tejido.
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La literatura describe dos tipos de irrigacion ultrasonica. El primer tipo seria en la
que el instrumento contacta con las paredes del conducto, tiene un efecto
simultaneo con la instrumentacion, es la llamada irrigacién ultrasénica (UI). La
segunda forma seria la que activa el irrigante tocar las paredes del conducto, no
tiene por tanto efecto en la instrumentacion. Es la conocida como activacion

ultrasodnica pasiva (PUI) (88, 97).

Weller y cols (100), fueron los primeros en utilizar este tipo de irrigacion PUL
Describieron este proceso en el que después de realizado la biomecanica se
procedia a un protocolo de irrigacion final con una punta ultrasénica, que, sin tocar
las paredes de los conductos radiculares, agitaba por ondas el liquido irrigante

potenciando el efecto del mismo (88, 97).

Dentro de la activacion ultrasénica pasiva (PUI), la literatura refiere dos tipos de
maneras utilizarla. La activacion ultrasénica continua (100), aquella en la que una
vez instrumentado el conducto se introduce el irrigante y la punta ultrasénica a la
vez. Hay un flujo continuo de activacién, en el que el irrigante entra dentro del
conducto mientras se va activando por medio de la pieza de mano (Figura 25). El
tiempo efectivo para eliminar todo el tejido pulpar y barrillo dentinario de dientes
vitales y necroéticos es de 2 minutos, aunque diversos autores han visto igual de

eficacia a 1 minuto (83,101, 102).

Figura 25. (A) Equipo de Ultrasonidos portatil con autoregulacién y (B) una punta de

ultrasonidos irrisafe 21.

La otra forma de activacion es la activacién ultrasénica pasiva con flujo
intermitente. Se emplea una jeringa y el equipo ultrasénico. Se tiene un mayor

control de cuanto se introduce la jeringa y el irrigante dentro del conducto, el
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volumen empleado suele ser de 3 mL, y la activacidn tiene lugar mediante ciclos de
tiempo. Al igual que la continua el tiempo es de un minuto, pero hay diferencias en
el tiempo empleado por cada ciclo. Varian entre 10, 15, 20 y 30 segundos. Aunque

la mayoria sugieren 20 segundos por ciclo (83, 101).

En el metaanalisis publicado en 2019 sobre la activacion ultrasdnica, Petruta y cols
(83) trataron de averiguar si tenia mayor eficacia la activacién ultrasénica pasiva
frente a la remocion de tejido pulpar, barrillo dentinario, efecto antimicrobiano y
curacion de periodontitis apical comparado con otras técnicas de irrigacion. De
toda la literatura publicada no encontraron un consenso establecido sobre la
manera de irrigacién, tiempos y ciclos. Si observaron que los estudios que
emplearon en la irrigaciéon ultrasonica pasiva intermitente tuvieron mejores
resultados sobre todo en la eliminacion de tejido pulpar y de barrillo dentinario.
Esto es debido al cambio de irrigante entre ciclos, lo que facilitaba el flujo y la

remocién de material entre cada lavado por ciclo (83, 102, 103).

Bacterias

Generalidades

La mayoria de las infecciones endoddnticas son de causa bacteriana (104). De
entorno a las 600 especies microbianas relacionadas con la cavidad oral,

aproximadamente se identifican en cada individuo de 50 a 150 (104).

Dentro de la cavidad oral hay zonas que son susceptibles de ser colonizadas
superficialmente por microorganismos. Los tejidos duros dentinarios como el
esmalte actiian de barrera frente a este tipo de colonizaciones. La alteracion o
destruccién de estos tejidos de forma parcial o completa, ya sea por caries,
traumatismos u otras etiologias hace que los microorganismos colonicen y
progresen dentro del diente hacia la cavidad pulpar llegando a provocar una
inflamacion o, si persisten en el tiempo, una necrosis pulpar, y a su vez estas
necrosis pueden llegar ocasionar lesiones periapicales (105, 106). Estos procesos
comienzan con la placa dental, una pelicula de microorganismos que se adhiere a la

superficie del diente (106, 107).
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Pelicula dental y colonizacion bacteriana

Las bacterias que componen la placa dental presentan un alto grado de
organizacion y esta formada por una colonizacion secuencial y ordenada. Durante
el proceso de formacion de la placa dental, algunas especies de bacterias orales,
conocidas como colonizadores primarios o tempranos, se adhieren a la pelicula
adquirida que recubre la superficie dental, la cual estd compuesta de proteinas
salivales (mucinas, a-amilasa, proteinas ricas en prolina...) y fragmentos de células
bacterianas (105, 108, 109). Posteriormente los colonizadores tardios se unen a

los colonizadores primarios ya adheridos (Figura 26).

1) Adherencia  2) Produccién de la matriz extracelular y maduracion  3) Desprendimiento

Figura 26. Diagrama adaptacion de las etapas de la formacion de la biopelicula en la superficie
del diente. Se puede apreciar en las primeras fases la desnaturalizacion de la superficie para
permitir la adhesién bacteriana y como una vez adheridos y organizados se produce la

dispersion a otras superficies (109).

Los estreptococos constituyen el 47-82% del microbiota que coloniza la superficie
dental. Dentro de esta placa, se debe diferenciar segin su localizacién la placa
supragingival y la placa subgingival. La placa supragingival estd dominada por

bacterias Gram-positivas (Streptococcus sp., Actinomyces sp.) mientras que la placa
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subgingival estd compuesta principalmente por bacterias anaerobias Gram-
negativas (A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, Camphylobacter spp.,
Capnocytophaga spp., E. corrodens, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia,
espiroquetas orales) (106,110, 111) (Figura 27).

E. corrodens
ythu C. gigivalis
I. denticola . showa P. micr C. sputigena
(
(

. ochracea
. concisus
A. actino.a

Actir omyces spec ies

Figura 27. Adaptaciéon de la piramide Socransky (colonizacién de bacterias en tejidos
periodontales) para explicar los colonizadores en la pelicula oral, primarios y tardios. Los
colores corresponden al estado de desarrollo de la placa microbiana siendo los grupos azul,
morado y verde los primeros colonizadores y, gracias a estos, se asientan nuevas especies mas
patégenas, grupos amarillo y naranja. Cuanto mas arriba de la pirdmide nos encontramos

estara mas avanzada la enfermedad periodontal, siendo el rojo el mas patégeno (111).

En circunstancias normales, la placa dental permanece relativamente estable,
contribuyendo a la salud dental (105, 112). Existen varias hipotesis que explican
cémo llegan a pasar de ese estado de salud a patologia. Hay tres: la hipoétesis de la

placa no especifica, la especifica y la placa ecolégica.
Hipotesis de la placa no especifica y especifica
En la hipdtesis de la placa no especifica, descrita por Theliade, (113) la enfermedad

se considera un resultado de la actividad general de toda la comunidad oral. El

inicio y progresion de la enfermedad son el resultado del aumento de la placa mas
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alla de un umbral en el que las defensas del huésped ya no son capaces de

neutralizar las bacterias de la placa y sus productos toxicos (113, 114).

Al estudiar e identificar qué microorganismos estan presentes en la enfermedad, se
lleg6 a la propuesta de la hipédtesis de la placa especifica, descrita por Loesche
(114, 115). Esta hipotesis afirma que s6lo unas pocas especies de la placa dental

estan activamente involucradas en la enfermedad.

Hipotesis de la placa ecologica

Por ultimo, esta la hipdtesis de la placa ecoldgica. Esta teoria fue descrita por
Marsh quien refiere que los organismos potencialmente patégenos pueden estar
presentes en la salud, pero a niveles que no son clinicamente relevantes. Por tanto,
la enfermedad es el resultado de un cambio en el equilibrio del huésped y su
microflora (115-117). Este desequilibro puede deberse a habitos (fumar), cambios
alimenticios (dietas ricas en aztcares) o enfermedades, como por ejemplo segregar

poca saliva (Sindrome de Sjogren) (115-117).

Estas condiciones interrumpen la homeostasis natural presente en la placa durante
la salud, conduciendo a un ambiente de organismos que pueden causar
enfermedades. Por ejemplo, una dieta rica en azicar produce condiciones
prolongadas de pH acido. Este cambio ambiental en la placa dental favorece el
crecimiento de bacterias tolerantes al acido, que son capaces de desmineralizar el
esmalte, siendo asi la primera entrada para que otras bacterias colonicen y

avancen dentro de las superficies hasta llegar a la pulpa (116, 117) (Figura 28).

Figura 28. Esquema de evoluciéon de una caries hasta la afectacién pulpar con lesion

periapical. Imagen sacada de un cuadro en clinica odontoldgica.
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Biofilm

Las bacterias que colonizan la cdmara pulpar y el interior de los conductos
radiculares no suelen hacerlo de forma aislada, sino que lo hacen asocidndose con
otras bacterias formando una estructura compleja llamada biofilm (Figura 29)

(105, 118).

(a) Primary colonizers (b) Microcolonies
O S
l l Cell division
O Conditioning film «<_» %
| Substratum | | Substratum
(c) Secondary colonizers (d)
Single cell Coaggregate Group of cells

— 8%%% % Mature multi-species biofilm

Lo =3

Coadhesion Coadhesion Coadhesion

-—‘_-
OO op.n-{-: m. .p

) )

| Substratum | I Substratum

Figura 29. Etapas en la formacién de biofilm. Desde la llegada de colonizadores primarios (A),
secundarios la organizacién establecida y la liberacion y dispersion a otras regiones dentro de la

superficie dental (C). Adaptacién de la imagen Rickard y cols (119).

El biofilm bacteriano es una estructura en la que se asocian una o varias especies
microbianas, que estan incluidas en una matriz extracelular de polisacaridos
secretada por ellas mismas. Estas asociaciones se constituyen por autoagregacion

o0 coagregacioén (118, 119).
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Formacion del biofilm

La manera en la que el biofilm se adhiere a los conductos radiculares es aun
desconocida. La teoria mas aceptada es la de Svensidter y Bergenholtz (110) que

describe de 4 fases:

“En la primera fase se forma una pelicula adhesiva sobre la dentina promovida por el
depdsito de proteinas y otros compuestos derivados de las bacterias en suspension,

del proceso necrosis y/o inflamacién, etc.

En la segunda, sobre esa pelicula pegajosa, de todas las que estdn en suspension se

fijan algunas bacterias especificas con capacidad de adhesion.

En la tercera, la primera capa de bacterias ya adherida segrega mediadores que, por
un lado, van fijando mds y mds bacterias, de esa estirpe o de otras, y por otro, va
formando la matriz extracelular de polisacdrido, (EPS) primera barrera defensiva

caracteristica del biofilm.

En la cuarta y ultima, el biofilm va madurando y creando sistemas de defensa mds
complejos. Al mismo tiempo, arroja bacterias al exterior que producen la respuesta

inflamatoria del huésped “ (110,118, 119).

Esta estructura es muy resistente gracias a esa matriz extracelular de polisacarido
(EPS). La funcién primaria de la EPS es la proteccion. Actila como una barrera

impermeable para limitar la penetracion de antimicrobianos (105, 118-120).

Esta proteccion es un obstaculo fisico para la entrada y difusién de medicamentos
antimicrobianos. Después de un tratamiento con antibidticos, las células de la
parte superior de la EPS estdn mas expuestas y pueden morir mientras que las
bacterias localizadas en la parte profunda del biofilm pueden ser capaces de
sobrevivir a estos tratamientos. Se ha demostrado que una bacteria asociada a un
biofilm tiene una tolerancia entre 100 y 1.000 veces mayor a los antibidticos en

comparacion a ellos mismos en solitario (105, 117-120).

Aunque los antibidticos pueden disminuir la cantidad de bacterias dentro de un
biofilm, el tratamiento puede no erradicarlo completamente, por lo tanto, puede

ocurrir la aparicidn de infecciones refractarias/reincidentes. El biofilm representa
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un modo de crecimiento protegido, ya que, aunque las capas externas puedan
quedarse estables, puede haber proliferaciéon y crecimiento en las capas profundas
de otras especies de microorganismos y esto hace que puedan sobrevivir a la
defensa inmunolégica del huésped, todo esto presenta un verdadero desafio en el

tratamiento endoddntico (105, 116-120).

Comunicacion dentro del biofilm

La forma de comunicacidén que tiene un biofilm es emplear diferentes lenguajes
quimicos. Las bacterias aprenden sobre su poblacién celular actual y determinan
cuando han alcanzado una masa critica. Utilizando esa informacion, las bacterias
pueden modificar su comportamiento para llevar a cabo procesos que requeririan
muchas células actuando en conjunto para ser mas efectivos. La comunicacion de
célula a célula se lleva a cabo generalmente por medio de moléculas de senales

difusas producidas y liberadas por las bacterias (121) (Figura 30).

Cuando las bacterias crecen dentro de un biofilm, secretan moléculas de
sefializacién (autoinductores) que aumentan su concentracién en funcién de la

densidad celular bacteriana.

S. sobrinus

i —> Inhibit
S. pneumoniae S. cristatus

........... ) Faci“tate

L. casei <., S. parasanguinis

S. oligofermentans

S. pyogenes

S. gordonii
goi o;?n

A naéslundii

L. paracasei

P. intermedia

T. forsythensis A. actinomycetemcomitans

. salivari :
S. salivarius Veillonella sp.

e
Prevotella sp.

Figura 30. Interaccién entre diferentes especies bacterianas Las lineas continuas indican
inhibicién, mientras que las lineas discontinuas indican colaboracién. La direccién de la flecha

indica el sentido de la inhibicién o la facilitacién. Ruijie Huang y cols (121).
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En un proceso llamado percepcién de quérum, las bacterias se comunican entre si
mediante el uso de autoinductores para regular su expresion génica en respuesta a
variaciones en la densidad de la poblacidn celular ya sea por crecimiento o por una

agresion externa (121).

La expresion génica diferencial da como resultado la heterogeneidad dentro del
biofilm. En las bacterias se reconocen dos tipos de sistemas de percepcién de
quérum: la comunicacién intraespecifica y la comunicacién entre especies. Durante
la comunicacién intraespecie en las Gram-negativas esta la N-acil homoserina

lactona (AHL) y en las Gram-positivas principalmente péptidos (121, 122).

Durante la comunicacién entre especies, las bacterias utilizan el autoinductor-2
(AI-2). Esto ocurre en una amplia variedad de bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas; es el unico autoinductor de la comunicacién no especifica. Por esta
razon, la Al-2 se ha propuesto como la sefial universal para la comunicacién entre

especies (122).

El biofilm de especies bacterianas presentes en un diente que necesite un
tratamiento de endodoncia, puede estar condicionado por el momento en que se
vaya a realizar. Cuanto mas tiempo pase, es légico pensar en un mayor crecimiento
bacteriano y una mayor organizaciéon ya que el deterioro del complejo pulpar es
mayor. A la hora de realizar una endodoncia pueden coexistir restos vitales con
necroticos. En los retratamientos existiran infecciones persistentes con mucha mas
resistencia. Cuando se presentan pulpas vitales apenas se encuentran bacterias,
esto es debido a que el biofilm bacteriano se desarrolla y tiene preferencia en

tejidos necroéticos (81, 120, 123).

Dentro de la flora oral en patologia endodéntica, interesa conocer la microbiologia
de los tejidos necrdticos e infecciones persistentes ya que son las que muestran
mayor resistencia a su eliminacién (81). Las causas de un fracaso endoddntico son
la presencia, persistencia, multiplicacién y migracion de bacterias en los conductos

radiculares hacia los tejidos periapicales (81).

Es por ello por lo que hay que poner especial atencion en la irrigacion, ya que es la

que va a tener efecto antimicrobiano y va acceder a las zonas mas complejas
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dentro del sistema de conductos que evitara que queden colonias residuales que

vuelvan a proliferar (120).

Existen diferentes tipos de especies bacterianas presentes en los fracasos de
endodoncia con infecciones recurrentes. Siqueira y Cols (81) diferencian varias
fases en las que recoger la muestra para la posterior identificacién bacteriana y
segin en qué momento las recojamos, las especies bacterianas pueden variar. Hay
tres 3, una muestra recogida antes de comenzar la obturacion, otra entre sesiones
de endodoncia con medicacién intraconducto y por ultimo muestras recogidas en

dientes con fracaso endododntico.

Las dos primeras corresponden a bacterias presentes en los conductos mientras
que la segunda pertenece a bacterias persistentes, es decir una vez terminado el
tratamiento endodéntico. Estas segundas, son bacterias mas resistentes que han
conseguido sobrevivir y volver a desarrollarse para acabar produciendo

infecciones (123).

Se entiende que la desinfeccién total y completa del sistema de conductos
radiculares no es posible. Por lo tanto, se acepta que habra una cantidad de
colonias residuales que pueden quedar o sobrevivir dentro del sistema. Estas
colonias, si se encuentran en una proporcién muy baja o aislada gracias o bien a la
regiéon anatomica en la que se hayan quedado o a la obturacién no deberian
ocasionar clinica. Se entiende por tanto que es a partir de una cierta cantidad de

estas colonias que pueden provocar infecciones posteriores (81).

Es necesario trabajar lo suficiente y reducir el nimero de colonias a unas cifras por

debajo de un umbral que hara muy dificil una posible recidiva (Figura 31).

Estas colonias de bacterias que pueden sobrevivir se deben a varias causas. La
dificultad que presenta el sistema de conductos para su desinfeccion, la capacidad
de algunas bacterias de penetrar en las zonas mas profundas de los tubulos
dentinarios hace que sea mas dificil acceder a ellas, la resistencia de las propias
bacterias por su morfologia y la capacidad de estas a sobrevivir a diferencias o

cambios en el medio que les rodea (123, 124).
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Figura 31. Explicacion de la afectacion clinica que puede dar un diente en funcién del ndmero
de colonias que tengamos. Siempre que esté por encima del umbral (threshold) dara clinica o
recidiva, imagenes (B) y (C), si no hay bacterias que lleguen al nivel no habra patologia (A) y si
realizacimos el tratamiento y reducimos las bacterias por debajo del umbral habra curacién (D).

Siqueiray cols (81).

Estas colonias que han conseguido resistir y posteriormente ocasionar fracasos
endododnticos, se han podido detectar gracias a diferentes medios de identificaciéon

bacteriana como son los métodos de cultivo y de pirosecuenciacion (81).
Enterococcus faecalis

De estas especies bacterianas que se han aislado de manera individual, la que
aparece con mayor frecuencia es el Enterococcus faecalis, (125) que es una
bacteria Gram-positiva anaerobia facultativa, catalasa negativa y perteneciente a la

familia de los Enterococcaceae (126).

La familia Enterococcaceae fue descrita por primera vez en 1899 (126).
Inicialmente se encontraban clasificadas como Streptococcus del grupo D de la
clasificacion antigénica de Lancefield (127) (Figura 32). Este sistema fue creado
por Rebecca Craighill Lancefield, una clasificacion seroldgica de los estreptococcos

B hemoliticos. Los Enterococcaceae han permanecido en ese grupo hasta hace
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apenas 30 afos, cuando fueron diferenciadas de estos en base a estudios de ADN

(127, 128).

Grupo Lancefield Especies representativas Infecciones tipicas

A S.pyogenes Faringitis, celulitis
fiebre escarlatina.

B S.agalactiae Sepsis neonatal,
meningitis, infeccion
vias urinarias,
endocarditis.

C,G S.dysgalactiae, equismilis Celulitis, bacteriemia,
endocarditis.

D E.faecalis, E.faecium. S.bovis Infecciones vias
urinarias, bacteriemia,
endocarditis.

Variable o no grupo E.viridians, S.mitis, | Endocarditis, absceso

S.intermedius,anginosus, dental, absceso
S.constellatus. cerebral, sinusitis,
neumonia.

Figura 32. Clasificacién de Lancefield con los grupos y especies mas representativas, el grupo D

corresponde a E.faecalis (128).

La familia Enterococcaceae pertenece al phylum Firmicutes y clase Bacilli, junto con

Lactobacillae, Streptococcaceae y otras familias (126).

Hoy en dia, el nimero de especies incluidas dentro de Enterococcus, el principal
género de la familia Enterococcaceae, estd aumentando rapidamente, en parte
gracias a técnicas de identificacion gendmicas avanzadas. Las dos de mayor
relevancia por su importancia en patologia dental son Enterococcus faecalis y

Enterococcus faecium (Figura 33).
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Figura 33. Clasificaciéon taxondémica del género Enterococcus. Se incluyen las dos especies mas

relevantes asi como otras ocasionalmente descritas como patégenos humanos (126).

Los Enteroccocos se pueden encontrar en el sistema digestivo de una gran variedad
de animales. También se han aislado en el suelo o en el agua, aunque no son sus
habitats naturales por lo que la presencia de ellos puede indicar contaminacién

(129).

El Enterococcus faecalis es una bacteria comensal, que se encuentra en el intestino
y en el tracto genital femenino (126). Puede formar biofilm por si mismo sin
asociaciéon de otras bacterias (126). George y cols (130) analizaron la estructura
del biofilm de E. faecalis. En ella observaron que esta estructura se comportaba de
manera diferente en funciéon del medio que le rodeara, aerobio o anaerobio. En
presencia de condiciones predominantes anaerobias, es cuando presenta un mayor
grado de madurez y organizacidn, formando formas de champifién (130, 131). Sin
embargo, cuando el medio era rico y aerobio, formaban mayor cantidad de biofilm,
pero menos organizados y presentaban estructuras con mayor tendencia a

colonizar los tubulos dentinarios (131).

El biofilm de E. faecalis por tanto, que crece en medios menos favorables con
pocos nutrientes y presenta un menor numero de bacterias que en medios ricos,
aumentan el ratio calcio/fésforo en suspension y degradan mas la dentina que les

rodea (132), por lo que se cree que, en esas circunstancias de supervivencia
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compleja, estos biofilms tienden a calcificarse para aumentar sus defensas y ser
mas resistentes (133). Estos hallazgos se podrian resumir en que las bacterias que
se encuentran en ambientes ricos (aerobios) estdn mas predispuestas a procrear

e invadir y en ambientes pobres (anaerobios) a defenderse y resistir (134).

Ademas, el E. faecalis, esta capacitado para sobrevivir a condiciones desfavorables
y cambios extremos en el entorno. Se ha visto que pueden resistir variaciones de
pH de 12 hasta 6,9, a desinfectantes como metales pesados y alcohol y a altas
temperaturas (609) durante 30 minutos (126). Suelen vivir en abundantes
colonias, formando unidades (CFU) de 10 5-10 8 CFU/mL (126). Todo esto hace del

E. faecalis, un reto en los protocolos de desinfeccion en endodoncia (Figura 34).

A ."- : :‘
Acc.Ye Spot Magn ssabet VWE ~
100°K% 50 _500x = BSE 9.9& , D

B
]

Figura 34. Colonias de Enterococcus faecalis adheridas a las paredes de la superficie del canal
radicular presentes también en los tubulos dentinarios imagen de microscopia SEM tomada en el

campus de la Universidad San Pablo CEU Monte Principe.
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JUSTIFICACION
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A la vista de la evidencia cientifica planteada en esta introduccién cabe plantear

una serie de alternativas.

Lo primero es que no hay un consenso establecido sobre los protocolos de
irrigacion en Endodoncia tanto in vitro como en clinica. Tras el ultimo metaanalisis
publicado en 2019 sobre activacién en la irrigacion, se ve en muchos articulos la
carencia de datos que no permiten aunar los diferentes protocolos. Se encuentra
mucha variabilidad entre diferentes autores, ya que influyen muchos factores que
hay que tener en cuenta. Entre los mas importantes se describen: el uso de uno o
varios irrigantes y el tipo de diente que se estd tratando. No es lo mismo
tratamientos sobre dientes uniradiculares que suelen tener mayor facilidad a la
hora de instrumentar e irrigar las superficies, que la complejidad de premolares o
molares. Las raices mesiovestibulares de molares superiores o raices mesiales de
molares inferiores o la variedad en la anatomia de los premolares dificultan el
tratamiento. La mayoria de los autores optan por conductos uniradiculares o no
especifican el tipo de diente que escogen, al igual que no determinan la longitud de
raiz trabajada. Tampoco se expone en algunos articulos el tamafio muestral, ni
tampoco los tiempos de irrigacion por ciclo de activacion. En cuanto a los ciclos de
activacion, hay variedad de tiempos, desde ciclos de un minuto continuo a ciclos
intermitentes de 30, 20 o 10 segundos alternando y renovando el irrigante.
Renovar el irrigante durante los ciclos de activacién se ha demostrado que tiene
una mayor eficacia sobre una activaciéon continua. Hemos querido en este estudio
documentar todos estos datos que ayuden a colaborar en la formaciéon de un

protocolo de irrigacion final para estudios in vitro.

Sigue sin haber una aceptacién clara sobre la capacidad antimicrobiana del EDTA.
Con este estudio se pretende observar qué efecto tiene la irrigacién tinicamente
con EDTA y compararlo con otros irrigantes que presentan una actividad
antimicrobiana ya establecida, es decir, si tiene capacidad por si mismo o necesita
de otros irrigantes complementarios o directamente se debe descartar para
reducir los niveles bacterianos. También se va a analizar si el EDTA, en
combinacién con el hipoclorito de sodio puede alterar las propiedades

antimicrobianas del NaOCl, ya que es el irrigante principal en endodoncia.
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La activaciéon del irrigante con la lima XP Endo finisher (XPF) es un método de
activacion novedosa que se emplea principalmente en protocolos de irrigacion
final, la mayoria de los estudios optan por una activacion ultrasénica, no habiendo
mucha evidencia respecto a este tipo de activacion. Al introducirla en este estudio,
se vera si es un sistema valido en protocolo de irrigacién final y si se puede

plantear como una alternativa a la activacién ultrasonica pasiva (PUI).

También se va a comparar la eficacia de otro quelante, el acido etidrénico (HEDP)
que puede servir como alternativa al EDTA, asocidndolo al hipoclorito de sodio y
viendo si afecta o no la capacidad antimicrobiana del hipoclorito. Hay pocos
estudios publicados, pero se presenta como una buena alternativa y la

combinacion con el NaOCl parece 6ptima.

Por ultimo, se ha creado un sistema robusto en la formacion, inoculaciéon y
adherencia de biofilm de Enterococcus faecalis a las superficies dentinarias, lo que
puede ayudar en trabajos posteriores a la hora de estudiar esta bacteria en futuros

tratamientos.

53



HIPOTESIS Y OBJETIVOS



La hipétesis nula (HO) de este estudio in vitro es que los quelantes EDTA y HEDP
no tienen capacidad antimicrobiana cuando son activados solos o en combinacién

de hipoclorito de sodio (NaOCl) al 5,25%.

La hipdtesis alternativa (Ha) es que es posible mejorar el tratamiento
convencional mediante el uso de la activacion de EDTA en el tratamiento
endodontico tanto activado con activacion ultrasonica pasiva (PUI) como con lima

Endo-XP finisher (XPF).

Objetivo general

Determinar la eficacia antibacteriana del EDTA activado mediante PUI y XPF tras

la finalizacién de la biomecanica, en presencia de biofilm maduro de E. faecalis.

Objetivos especificos

-Determinar la eficacia bacteriana del EDTA al 17% activado comparado con el

HEDP.
-Determinar la eficacia bacteriana del EDTA al 17% activado con NaOCl al 5,25%.

-Determinar si el HEDP es una mejor alternativa al EDTA, al combinarlo con el

NaOCl al 5,25%.
-Determinar si hay diferencia entre la activacion PUI y la activacion XPF.

-Determinar la eficacia de los diferentes irrigantes frente a biofilm maduro de

E.faecalis.
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MATERIAL Y METODO
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Este estudio experimental in vitro, valora la combinacién de dos quelantes con
hipoclorito de sodio (NaOCl) al 5,25% en protocolos de irrigacion final, es decir,
después de la instrumentacién biomecanica. Se realiza en dientes permanentes
humanos adultos infectados con una cepa de Enterococcus faecalis. Los irrigantes
que se activan en el protocolo de irrigacién final se dividen dos grupos. En el
primer grupo es activado con la lima XP Endo finisher (XPF) y el segundo grupo es
activado con activacion ultrasénica pasiva (PUI) para realizar una comparativa en

la eficacia de ambos instrumentos de activacion.

Una vez activada cada muestra, se analizan resultados a las 24-48 horas para
después evaluar la capacidad antimicrobiana que presenta cada uno de ellos

contra biofilm maduro de Enterococcus faecalis.

El protocolo de este estudio fue aprobado por el Comité de ética de la Universidad
San Pablo CEU 341/19/15. La duracion del estudio fue de dos afios y medio. Todo
el material utilizado en los estudios fue esterilizado en autoclave o desinfectado

manualmente para prevenir la contaminacién externa.

Seleccion de dientes y preparacion de raices

Se escogieron dientes permanentes, tanto uniradiculares como multiradiculares.
Las muestras fueron facilitadas por varias clinicas odontolégicas de ambito
privado. Los criterios de inclusidn fueron: dientes sin tratamiento endoddntico
previo, sin alteraciones anatémicas radiculares, que no presentaran reabsorciones

y que tuvieran el dpice completamente desarrollado.

A cada diente se le amput6 la raiz con un disco de 32 mm de fibra de vidrio
reforzado para pieza de mano marca Dremel, dejando una longitud media de
17mm. Posteriormente cada raiz se barniz6 con laca de ufias para simular las
condiciones del periodonto y sellarlas del exterior para evitar contaminacién
externa. Se tomaron dos radiografias periapicales previas al tratamiento, una en
sentido mesio-distal y otra vestibulo-lingual para ver las caracteristicas

anatomicas y que cumplieran todos los criterios de inclusion (Figuras 35y 36).
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Figura 35. Grupo de raices, ya seccionadas y divididas por compartimentos en los laboratorios

de la Universidad San Pablo CEU de Monteprincipe.

A) B)

Figura 36. Radiografias tomadas de una muestra en sentido mesio-distal (A) y vestibulo-lingual

(B). Se colocé un instrumento metalico al lado de cada radiografia para tener referencia.

Una vez se seccionaron las raices se realizé la biomecanica del conducto radicular.
Primero se permeabilizaron las raices con limas 10 y 15 k-file y después se
instrumentaron con la lima wave One Gold Primary, en un motor de endodoncia

VDW Silver Reciproc, conservando siempre el patency apical con lima 10 (Figura
37).
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Figura 37. Laboratorio donde se instrumentaron las muestras en la Universidad San Pablo CEU

de Monteprincipe.

Individualizacion de muestras

Cada muestra se individualizé en un tubo Eppendorf. Se anadi6 a cada tubo 500
microlitros de medio de cultivo BHI. Se introdujeron las raices dentro de cada tubo
con la apertura coronal boca arriba para facilitar su posterior inoculacién. Todo el
trabajo se realiz6 en campana bioldgica (Figura 38). Una vez individualizadas las

muestras, se llevaron al autoclave y se esterilizaron a 1212 1atm 20 minutos.

Figura 38. Imagen tomada de una serie de muestras en campana, para su esterilizacion y

posterior inoculacién.
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Preparacion de Biofilm e inoculacion

La cepa de Enterococcus faecalis, CECT 481, fue facilitada por la Universidad
Complutense de Madrid. Se realizé6 un pase sobre la placa base a una placa de
cultivo Slanetz-Bartley con azida sddica 24 horas antes para tener las colonias en

actividad de crecimiento.

El in6culo se prepar6 afiadiendo colonias con un asa de siembra de esta placa, a un
tubo con 3 mL de suero fisioldgico hasta conseguir una turbidez 0,5 McF (Figura
39). Posteriormente se obtuvieron 50 microlitros de esta preparacion para

inocular cada una de las raices.
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Figura 39. Turbidimetro para graduar la concentraciéon de 0.5 McF del tubo de ensayo.

La inoculacién dentro de cada raiz se realiz6é colocando la punta de la pipeta
dentro del conducto radicular. Una vez inoculadas todas las muestras se
dejaron 2 semanas a temperatura estufa de 372 C (Figura 40).

Figura 40. Pase del cultivo de la muestra congelada, resultado obtenido a las 24 horas. en
placa de Slanetz-Bartley con sal de tretazolio que permite teiiir las colonias para facilitar el

conteo.
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Previamente a la distribucién de los grupos, se realizaron varios ensayos en
bases de pocillos de 12. En estas placas, se organizaron de tal manera que
hubiera en cada pocillo un volumen total de 3 mL, de los cuales 2,5

corresponderian a medio BHI y 0,5 de solucién de bacteria 0,5 McF.

Las placas se dejaron de manera aleatoria en varios tiempos 1 semana, 2 semanas,
3 semanas y 4 semanas, empleandose sabanillas para evitar contaminacién

cruzada, tanto con los controles como con los pocillos de trabajo.

Se introdujeron los irrigantes con una jeringa convencional de 3mL de salida
lateral sin activacion alguna. Los irrigantes que se emplearon fueron NaOCI al
5,25%, NaOCl al 3%, EDTA al 17%, una combinacién de EDTA al 17% y NaOCl
5,25% y HEDP combinado con NaOCl 5,25%.

A las 48 horas se analiza los resultados bajo microscopia (Figuras 41-44). En
todos los pocillos con NaOCl independientemente de la concentracidn, hubo
eliminacidn total de bacterias. Si quedaron sin embargo bacterias en los grupos con
EDTA. Esto hizo que descartaramos grupos con NaOCl tiinicamente, ya que en estos
ensayos tuvimos una eliminacion bacteriana total o niveles por debajo de

deteccidn.

Figura 41. Imagen a 2 semanas de un pocillo control donde no se aplicaria irrigante alguno.
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A)

Figura 42. (A) Imagen a 2 semanas de un pocillo control donde no se aplicaria irrigante alguno.
(B) Imagen a las 48 horas pasadas dos semanas de un pocillo que se irrigé con EDTA, habiendo

dejado las placas dos semanas en estufa.

A)

Figura 43. (A) Imagen a 2 semanas de un pocillo control donde no se aplicaria irrigante alguno.
(B) Imagen a las 48 horas pasadas dos semanas de un pocillo que se irrigé con EDTA y NaOCl al

5,25%, habiendo dejado las placas dos semanas en estufa.

A) B)

Figura 44. (A) Imagen a 2 semanas de un pocillo control donde no se aplicaria irrigante alguno. (B)
Imagen al microscopio 48 horas pasadas dos semanas tras aplicar un contraste de pocillo con

NaOCl al 5,25%.
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Se establecieron dos semanas como el tiempo 6ptimo de incubaciéon en estufa
antes de realizar el tratamiento, ya que en menos tiempo se observé una
maduracion insuficiente del biofilm. Pasadas las dos semanas, algunos pocillos
perdian medio de cultivo por evaporacion, esto era mas acusado en los pocillos de
los laterales y de las esquinas que llegaban incluso a secarse por completo. Para
intentar paliar esto, se recurri6 a afiadir medio de cultivo BHI cada semana, pero
pese a tener todas las precauciones la contaminacion cruzada entre pocillos era

frecuente.

Seleccion de grupos y aplicacion de tratamiento

Una vez pasadas dos semanas, cada raiz se distribuy6 de manera aleatoria en los
diferentes grupos, basados en estudios previos y la variabilidad de estos. Cada
grupo principal tiene un tamafio muestral de 20(n=20) (Figura 45). La irrigacién
de los grupos fue realizada con jeringa 3 mL monoject con aguja de salida lateral,

en ciclos de 20 segundos durante un minuto.

En el primer grupo se utilizé de irrigante el quelante fuerte, EDTA; con una
concentracion de 17%. En el segundo grupo se usé el quelante débil, HEDP, el cual
se prepar6 segun indicaciones del fabricante; esto es, cada capsula de HEDP se
diluye en 10mL de NaOCl con una concentracion de 5,25%. En el tercer grupo se
combiné el EDTA al 17% con NaOCl al 5,25%. En el cuarto grupo se empleé un
irrigante neutro, PBS; el quinto grupo fue el control positivo donde no se emple6 ni

irrigante ni tratamiento alguno.

Cada grupo principal (n=20), fue dividido en dos subgrupos con un tamafio de
muestra 10 (n=10), segun la activacion del irrigante se hiciera mediante activacién

ultrasénica pasiva (PUI) o activacion mediante la XP-Endo finisher (XPF).

La PUI se hizo con un aparato de ultrasonidos, DTE D5 ultrasonic piezo scaler, a

una velocidad de 1 con una punta ultrasénica de irrigacion Irrisafe 20/21.

La activacion de la XPF fue aplicada con la fuerza y torque descrita por el

fabricante, con motor de endodoncia VDW silver reciproc a 800rpm.
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Numero de

muestras
(n:100)
Control PBS EDTA HEDP + NaOCl EDTA + NaOCl
(n:20) (n:20) (n:20) (n:20) (n:20)
PUI PUI (n:10) PUI (n:10) PUI (n:10)
(n:10) ' ' '
No tto.
XPF XPF (n:10) XPF (n:10) XPF (n:10)
(n:10) ' ' '

Figura 45. Esquema de la distribucién de las muestras por grupos. En el grupo control no hubo

tratamiento (tto) alguno.

Obtencion y recogida de muestras

Terminado el tratamiento en todos los grupos, se tomé cada muestra de su
Eppendorfy se obtuvo dentina del tercio apical con una lima rotatoria SX Protaper,
introducida por el foramen apical a una profundidad de 3mm. La muestra se

colocé encima de tubos de ensayo donde iba depositando la dentina extraida. La

cantidad de dentina extraida por muestra fue de 15 mg (Figura 46).

Figura 46. (A) Imagen de los Eppendorfs y los tubos donde se introduce la dentina. (B) Imagen

del vortex.
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Esta dentina introducida en los tubos de ensayo, cuyo volumen era de 1000
microlitros de PBS, se agit6 en un Vértex durante 1 minuto para conseguir que las
bacterias adheridas pasaran al medio. Posteriormente se realizaron 3 diluciones de
factor 10 en tubos Eppendorfs, con un volumen de 500 microlitros cada uno

(Figura 47).

Figura 47. Muestra de control con 3 diluciones, en placa de Slanetz-Bartley con sal de

tretazolio que permite teilir las colonias para facilitar el conteo.

De cada tubo de dilucion se obtuvieron 100 microlitros y se llevaron a placas de
cultivo Slanetz Bartley, con azida de sodio al 1%, especifica para Enterococcus

faecalis, en las que se sembraron con asas de barrillo alrededor de toda la placa.

A las 48 horas se recogieron las placas para ver los resultados. Se observo que las
colonias tenian un crecimiento mas lento que cuando se realizé el pase para
obtener la bacteria en fase de crecimiento, por lo que hubo que dejar 48 horas en
vez de 24, para proceder al conteo de las colonias (CFU) mediante numeracion

visual.

Las raices del control positivo se seccionaron longitudinalmente y se cubrieron con
liquido i6nico para poder ser observadas en el microscopio electrénico de barrido
SEM y poder constatar visualmente la formacion de biofilm dentro del conducto

(Figura 48).
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Figura 48. Muestra de control positivo donde se puede ver la adherencia del biofilm en los

tibulos dentinarios. Imagen tomada en la Universidad San Pablo CEU.

Los parametros morfolégicos de las raices se obtuvieron a partir de las imagenes

radiograficas mediante un script desarrollado bajo la aplicacion Fiji.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los distintos grupos experimentales se realizé mediante el
test de Kruskal-Wallis para ver diferencias entre los grupos. Para analizar la
diferencia entre pares se ha recurrido al test de Wilcoxon. Se emplearon test no
paramétricos por las grandes asimetrias y colas que presentaban los resultados

dentro de cada grupo.
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RESULTADOS



El Enterococcus faecalis puede utilizarse como una bacteria modelo para estudiar
la biopelicula formada en los conductos radiculares. Con el fin de caracterizar el
comportamiento de la bacteria utilizada en nuestros estudios, inicialmente se
prob6 el efecto de los diferentes irrigantes que se iban a utilizar en nuestro
estudio. En la Figura 494, se incubaron 5x10¢ UFC de E. faecalis durante 1 minuto
en 1ml de los diferentes irrigantes estudiados. Se puede apreciar que cualquiera de
las condiciones que contienen NaOCl fue suficiente para eliminar todas las
bacterias vivas del indculo. Sin embargo, el tratamiento con EDTA no caus6 ningtin

efecto en E. faecalis.

Con el fin de estudiar el efecto de los irrigantes en la biopelicula de E. faecalis, se
desarroll6 un método para generar biopelicula en placas de cultivo de tejidos
cultivando una preparacion de 0,25 McF de E. faecalis en 1ml de medio de BHI
liquido en pozos independientes de una placa de cultivo de tejidos de 12 pozos.
Después de la inoculacion, la placa se sell6 con parafilm para evitar la desecacién y

establecer condiciones.

Se analiz6 la resistencia del biofilm maduro de E. faecalis frente a los diferentes
irrigantes de desinfeccién (Figura 49B). Después de dos semanas de incubacidn,
se recuperaron las biopeliculas individuales de los pozos de cultivo de tejidos,
tratandose de minimizar la fragmentacién. Las biopeliculas se colocaron en tubos
Eppendorf individuales y se dejaron depositar en el fondo. Los medios de la parte
superior se retiraron antes de ser expuestos a los diferentes irrigantes durante 1
minuto. Los irrigantes desinfectantes se retiraron posteriormente y la biopelicula
fue destruida por un intenso pipeteo. Las bacterias resuspendidas se lavaron 3
veces con PBS antes de las diluciones seriadas requeridas para la titulacion en los
medios de Slanetz-Barley. No se pudo recuperar ni una sola colonia de los cultivos

tratados con NaOCl solo o en combinacion con otras sustancias.
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Figura 49. Efecto de la desinfeccion de los irrigantes contra E. faecalis in vitro. Resultados de las
pruebas de los irrigantes contra las bacterias (A) y contra la biopelicula madura (B). En ambos

casos, no se detectaron bacterias en los tratamientos con irrigantes donde hubo NaOCl.

Una vez tomada estas referencias in vitro procedemos a explicar los resultados

obtenidos sobre las muestras dentales con los diferentes irrigantes.

Resultados del primer grupo, EDTA

Las muestras del primer grupo tratado con el quelante fuerte EDTA, mostraron
una media de colonias de 1.68E+02. La comparacién con el grupo control, que tuvo
una media de 4,45E+03, sugiere un descenso de bacterias estadisticamente
significativo. Sin embargo, la presencia de colonias es suficientemente alta como
para poder considerarlo una alternativa en el tratamiento de desinfeccion del
conducto radicular. Por otro lado, la comparacion entre los subgrupos de XPF y PUI
apenas tiene diferencias significativas entre ellos, siendo de 1,96 XPF frente a 1,43
del PUL Por lo que las dos activaciones tuvieron el mismo efecto, siendo
ligeramente las muestras tratadas con PUI. Por lo tanto, la irrigaciéon inicamente
con EDTA no se puede considerar una alternativa de irrigante Ginico en protocolo
de irrigacion final. A continuacidn, la tabla con las medias del grupo del EDTA

(Tabla 1).
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Medias por grupo Peso Inicial. mg | Peso Final. mg | Peso Dent.mg CFU/(ml mg)
Control 4,2146 4,228 13 4,45E+03
XPF 4,2153 4,2268 11,5 1,96E+02
PUI 4,1891 4,2009 11,8 1,43E+02
Grupo total EDTA 4,2016 4,2133 11,5 1,68E+02

Tabla 1. Medias por grupo del EDTA. La primera columna corresponderia al peso inicial medio de
cada muestra, la segunda una vez extraida la dentina y la siguiente seria las medias de dentina
obtenida por subgrupo. Por ultimo, el recuento de bacterias medio segtin la forma de activacién y

grupo.

Los numeros individuales de cada muestra en el grupo de EDTA fueron los

siguientes (Tabla 2).

Peso Peso Peso CFU/(ml
Raiz CFU Tratamiento | Irrigante |Inicialmg | Finalmg |Dent.mg |mg)
B2 80000 Pos Ctrl 4,2357 4,2529 17,2 4,7E+03
B4 40000 Pos Ctrl 4,1935 4,2031 9,6 4,2E+03
B7 700 XPF EDTA 4,2068 4,2161 9,3 7,5E+01
B8 3300 XPF EDTA 4,2376 4,254 16,4 2,0E+02
B9 100 XPF EDTA 4,2297 4,2374 7,7 1,3E+01
C1 4800 XPF EDTA 4,2529 4,2623 9,4 5,1E+02
Cc2 2200 XPF EDTA 4,135 4,1542 19,2 1,1E+02
C3 100 XPF EDTA 4,2514 4,2665 15,1 6,6E+00
C4 4000 XPF EDTA 4,2454 4,26 14,6 2,7E+02
C5 500 XPF EDTA 4,2533 4,2597 6,4 7,8E+01
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Cé 1800 XPF EDTA 4,26 4,2712 11,2 1,6E+02
C7 5000 XPF EDTA 4,0239 4,0322 8,3 6,0E+02
E4 1100 XPF EDTA 4,2726 4,2808 8,2 1,3E+02
Al 800 PUI EDTA 4,2101 4,2159 58 1,4E+02
A2 0 PUI EDTA 4,2405 4,2477 7,2 0,0E+00
A3 1500 PUI EDTA 4,2405 4,2557 15,2 9,9E+01
A4 2000 PUI EDTA 4,0187 4,0325 13,8 1,4E+02
A5 100 PUI EDTA 4,255 4,2623 7,3 1,4E+01
A6 200 PUI EDTA 4,242 4,255 13 1,5E+01
A7 4000 PUI EDTA 4,0193 4,034 14,7 2,7E+02
A8 5800 PUI EDTA 4,1424 4,1507 8,3 7,0E+02
A9 800 PUI EDTA 4,1778 4,1887 10,9 7,3E+01
B1 2000 PUI EDTA 4,2562 4,2709 14,7 1,4E+02
D9 2000 PUI EDTA 4,2298 4,2472 17,4 1,1E+02
E1l 200 PUI EDTA 4,2365 4,2502 13,7 1,5E+01

Tabla 2. Datos obtenidos de cada muestra tratada en el grupo del quelante fuerte EDTA.

En la Figura 50 se observan algunos ejemplos de placas, después de haberse
aplicado el tratamiento y hecho las diluciones posteriores. La primera fila
corresponde a la dilucién 1, la segunda fila a la dilucién 2 y la 3 fila a la dilucién 3.
La primera columna de la imagen corresponde a la muestra control donde no se
aplicé tratamiento alguno. Se puede observar como en todas las diluciones quedan

algunas colonias residuales.
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Figura 50. Muestras en dilucién 1 2 y 3 en raices aplicadas con el tratamiento de EDTA,
comparando con la primera columna que es el control, donde no se aplicé tratamiento
alguno. Estas placas de Slanetz-Bartley no tienen sal de tretazolio por lo que las colonias no

estan tefiidas.

Resultados del segundo grupo, EDTA y NaOCl al 5,25%

Los resultados obtenidos de las muestras de trabajo del segundo grupo, tratado
con EDTA y NaOCI al 5,25%, tuvieron una media de colonias de 1,39E+01. La
tendencia es una reduccién de colonias estadisticamente significativa con respecto
al grupo control, que fue de 1,18E+04. Si a su vez lo comparamos con el primer
grupo tratado solo con EDTA 1.68E+02 es menor también. Esto sugiere que ambos
irrigantes combinados muestran un efecto mayor que empleando el EDTA de
manera individual. Esto se debe a la accién del NaOCI que presenta un gran poder
antimicrobiano. La combinacion reduce la carga bacteriana, aunque no
completamente, debido a la interaccién del EDTA con el NaOCl. Si se compara
dentro de este segundo grupo los subgrupos de activaciéon para comparar los
instrumentos de activacion del irrigante XPF tuvo 1,45E+01 y PUI un 1,32E+01,
son similares y al igual que en el grupo EDTA, el PUI es ligeramente inferior al

grupo de XPF (Tabla 3).
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Peso Inicial. [Peso  Final.
Medias por grupo mg mg Peso Dent.mg | CFU/(ml mg)
Control 4,2377 4,2499 12 1,18E+04
XPF 4,3112 4,3305 19 1,45E+01
PUI 4,2742 4,2839 10 1,32E+01
Grupo total EDTA+ NaOCl 4,2927 4,3072 14 1,39E+01

Tabla 3. Medias por el segundo grupo, EDTA y NaOCl. La primera columna corresponderia al
peso inicial medio de cada muestra, la segunda una vez extraida la dentina y la siguiente seria
las medias de dentina obtenida por subgrupo. Por ltimo, el recuento de bacterias medio segin
la forma de activacién y grupo.

A continuacion,

pertenecientes al segundo grupo EDTA y NaOCl al 5,25% (Tabla 4).

se muestran los numeros

individuales de cada muestra

Peso Peso Peso CFU/(ml
Raiz CFU Tratamiento | Irrigante |Inicialmg |Finalmg |Dentmg |mg)
H1 0 XPF EDTA&Hp |4,2656 4,2699 4,3 1,0E+00
H2 0 XPF EDTA&Hp |4,2465 4,2610 14,5 1,0E+00
H3 800 XPF EDTA&Hp |4,2789 4,2875 8,6 9,3E+01
H4 0 XPF EDTA&Hp |4,2380 4,2507 12,7 1,0E+00
H5 0 XPF EDTA&Hp |4,2749 4,2817 6,8 1,0E+00
Hé6 500 XPF EDTA&Hp |4,2737 4,2902 16,5 3,0E+01
H9 100 XPF EDTA&Hp |4,3379 4,3478 9,9 1,0E+01
H10 100 XPF EDTA&Hp |4,3870 4,4028 15,8 6,3E+00
H11 0 XPF EDTA&Hp |4,4392 4,5292 90 1,0E+00

73




H12 0 XPF EDTA&Hp |4,3699  |4,3840 |14,1 1,0E+00
H7 200000 | Pos EDTA&Hp |4,2387  |4,2506 |11,9 1,7E+04
H8 120000 | Pos EDTA&Hp |4,2493  [4,2620 |12,7 9,4E+03
J11 110000 | Pos EDTA&Hp [4,2250 [4,2371 |121 9,1E+03
J1 0 PUI EDTA&Hp |4,2148  [4,2220 |72 1,0E+00
]2 0 PUI EDTA&Hp [4,3680  [4,3801 |12,1 1,0E+00
3 0 PUI EDTA&Hp |4,2558  |4,2649 |91 1,0E+00
J4 200 PUI EDTA&Hp |4,2514 |4,2599 |85 2,4E+01
J5 0 PUI EDTA&Hp 42210 |4,2349 |13,9 1,0E+00
16 0 PUI EDTA&Hp [4,2699  [4,2802 10,3 1,0E+00
J7 0 PUI EDTA&Hp [4,2344 [4,2410 |66 1,0E+00
]8 0 PUI EDTA&Hp [4,1817 [4,1968 |15, 1,0E+00
J9 100 PUI EDTA&Hp [4,3760 |4,3845 |85 1,2E+01
J10 500 PUI EDTA&Hp [4,3694 [4,3750 |56 8,9E+01

Tabla 4. Datos obtenidos de cada muestra tratada en el grupo del quelante EDTA con NaOCI al

5.25%.

Las placas obtenidas después de las diluciones mostraban una reduccién

importante y alguna de ellas no presentaba colonias. La primera columna

corresponde al grupo control y las tres siguientes a placas tratadas con EDTA y

NaOCl al 5,25%, cada fila corresponde al nimero de dilucién (Figura 51).
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Figura 51. Ejemplos de muestras de raices aplicadas tratamiento de EDTA y NaOCl 5,25%
comparado con la primera columna correspondiente al grupo control. Estas placas de Slanetz-

Bartley no tienen sal de tretazolio por lo que las colonias no estan tefiidas.

Resultados del tercer grupo, HEDP y NaOCl al 5,25%

Los resultados que se obtuvieron en el tercer grupo, HEDP 9% y NaOClI al 5,25%,
fueron los mas efectivos. Las placas control tuvieron una media de 1,74E+04
colonias; en ninguna de las placas de diluciones, después de haberse aplicado el
tratamiento hubo crecimiento (Tabla 5). Todas las muestras redujeron su nivel
bacteriano a cero o por debajo de niveles de deteccion. De igual forma, ambos
subgrupos, los activados con XPF y con PUI, no presentaron ninguna colonia

detectable.

Control 4,2548 4,2756 20,8 1,74E+04
XPF 4,2464 4,2545 10,7 1
PUI 4,2630 4,2734 10,2 1
Grupo HEDP 4,2547 4,2639 10,5 1

Tabla 5. Medias por el tercer grupo, HEDP. La primera columna corresponderia al peso inicial
medio de cada muestra, la segunda una vez extraida la dentina y la siguiente seria las medias de
dentina obtenida por subgrupo. Por ultimo, el recuento de bacterias medio segin la forma de
activacion y grupo.
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A continuacidn, se presentan los nimeros de cada muestra en los que se aplicé el

HEDP y los controles, el término Rinse, hace referencia a DualRinse (DR), la marca

comercial del HEDP.

Peso Peso Peso CFU/(ml
Raiz CFU Tratamiento | [rrigante |Inicial. mg | Finalmg |Dent.mg |mg)
D5 520000 [Pos Ctrl 4,2743 4,2942 19,9 2,60E+04
D6 180000 |Pos Ctrl 4,2403 4,2548 14,5 1,20E+04
D7 150000 |Pos Ctrl 4,2609 4,2822 21,3 7,00E+03
D8 50000 Pos Ctrl 4,2581 4,2733 15,2 3,30E+03
E8 700000 |[Pos Ctrl 4,2358 4,274 38,2 1,80E+04
E9 600000 |[Pos Ctrl 4,2596 4,2753 15,7 3,80E+04
D2 0 PUI Rinse 4,2801 4,293 12,9 1,00E+00
D3 0 PUI Rinse 4,2460 4,2530 7 1,00E+00
D4 0 PUI Rinse 4,2789 4,2972 18,3 1,00E+00
D9 0 PUI Rinse 4,2395 4,2470 7,5 1,00E+00
D10 0 PUI Rinse 4,2454 4,2520 6,6 1,00E+00
D11 0 PUI Rinse 4,2428 4,2539 11,1 1,00E+00
D12 0 PUI Rinse 4,2711 4,2820 10,9 1,00E+00
D13 0 PUI Rinse 4,2710 4,2822 11,2 1,00E+00
D14 0 PUI Rinse 4,2685 4,2806 12,1 1,00E+00
D15 0 PUI Rinse 4,2829 4,2915 8,6 1,00E+00
D16 0 PUI Rinse 4,2665 4,2750 6,5 1,00E+00
C8 0 XPF Rinse 4,2483 4,2590 10,7 1,00E+00
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Cc9 XPF Rinse 4,2565 4,2653 8,8 1,00E+00
D1 XPF Rinse 4,2761 4,288 11,9 1,00E+00
Cc10 XPF Rinse 4,2578 4,2678 10 1,00E+00
C11 XPF Rinse 4,2732 4,2820 8,8 1,00E+00
C12 XPF Rinse 4,1784 4,1772 12 1,00E+00
C13 XPF Rinse 4,2717 4,2735 18 1,00E+00
C14 XPF Rinse 4,2330 4,2400 7 1,00E+00
C15 XPF Rinse 4,2518 4,2615 9,7 1,00E+00
C16 XPF Rinse 4,2731 4,2870 13,9 1,00E+00
C17 XPF Rinse 4,1906 4,1980 7,4 1,00E+00

Tabla 6. Datos obtenidos de cada muestra tratada en el grupo del quelante HEDP con NaOCl 5,25%.

A continuacién, se observa imagenes de algunas muestras en las que se aplico

tratamiento con HEDP, comparandola con placas control (Figura 52).

A)

Figura 52. Muestras aplicado tratamiento con HEDP y NaOCl al 5,25% (A) comparadas con

muestras de raices control (B). Estas placas de Slanetz-Bartley si tienen sal de tretazolio por lo que

las colonias si estan tefiidas.
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Resultados del cuarto grupo PBS

Los resultados obtenidos en el cuarto grupo, el cual se irrig6 con PBS, mostraron
unos resultados muy similares a los del grupo control. Mientras que la media del
control fue de 5,60E+03 la media del grupo tratado con PBS activado fue de
6,58E+03. Aunque hay un ligero incremento en los grupos tratados esto se debe a
que en las muestras de dentina se extrajo mas cantidad que respecto al control, lo
que explica esta ligera variacidn. Si se compara los dos subgrupos, la media de XPF
fue de 8,33E+03 colonias frente a 4,82E+03 de las muestras activadas con PUI
(Tabla 7). Estos resultados siguen la tendencia de los grupos anteriores de
presentar una ligera disminucién en los subgrupos activados con XPF respecto a

los activados con PUL

Medias por grupo Peso Inic. Peso Fin. Peso Dent. CFU/(ml mg)
Control 4,2636 4,2788 15 5,60E+03
PUI 4,2523 4,2679 15,5 4,82E+03
XPF 4,2708 4,2871 16 8,33E+03
Grupo PBS 4,2615 4,2775 16 6,58E+03

Tabla 7. Medias por el cuarto grupo, PBS. La primera columna corresponderia al peso inicial medio
de cada muestra, la segunda una vez extraida la dentina y la siguiente seria las medias de dentina
obtenida por subgrupo. Por ultimo, el recuento de bacterias medio segtin la forma de activacién y

grupo.
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A continuacién, se veran los resultados obtenidos de cada muestra individual

control y tratada con PBS activado (Tabla 8).

CFU/(ml

Raiz CFU Tratamiento | Irrigante | Peso Inic. |Peso Fin. [Peso Dent. [ mg)

E6 20000 XPF PBS 4,2769 4,2881 11,2 1,80E+03
E7 80000 PUI PBS 4,2585 4,2748 16,3 4,90E+03
E2 300000 PUI PBS 4,2499 4,2742 24,3 1,20E+04
E3 600000 XPF PBS 4,2757 4,2918 16,1 3,70E+04
F1 30000 PUI PBS 4,2644 4,277 12,6 2,40E+03
F2 10000 PUI PBS 4,2345 4,2503 15,8 6,30E+02
F3 60000 PUI PBS 4,2573 4,269 11,7 5,10E+03
F4 50000 PUI PBS 4,2492 4,262 12,8 3,90E+03
F5 20000 XPF PBS 4,2516 4,2662 14,6 1,40E+03
F6 50000 XPF PBS 4,2589 4,2877 28,8 1,70E+03
F7 70000 XPF PBS 4,2784 4,2897 11,3 6,20E+03
F8 30000 XPF PBS 4,2832 4,299 15,8 1,90E+03
F9 80000 Pos Ctrl 4,2502 4,2647 14,5 5,50E+03
G1 90000 Pos Ctrl 4,2721 4,2838 11,7 7,70E+03
G2 70000 Pos Ctrl 4,2684 4,2879 19,5 3,60E+03

Tabla 8. Datos obtenidos de cada muestra tratada en el grupo del PBS.
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Se observa en las siguientes imagenes de muestras tratadas con PBS la presencia
de colonias después del tratamiento siendo muy similares a las del grupo control

(Figura 53).

Figura 53. Raices del Grupo cuarto irrigado con PBS y activado con PUI y XPF y comparado con
control, primera columna. Las filas corresponden al nimero de dilucién, fila 1 dilucién 1, fila 2
dilucién 2 y fila 3 dilucién 3. Estas placas de Slanetz-Bartley no tienen sal de tretazolio por lo que

las colonias no estan tefiidas.

Después de analizar los diferentes grupos se puede afirmar los siguientes
resultados. En el primer grupo, el quelante fuerte EDTA, tiene accion bactericida ya
que reduce la carga bacteriana después del tratamiento y disminuye
significativamente respecto al grupo control positivo, tanto para la activacién con
PUI como XPF. En el segundo grupo, la combinacién de EDTA y NaOCI al 5,25%
disminuye significativamente los niveles bacterianos, pero siguen siendo
detectables en placa y, al igual que en el primer grupo, no hay diferencias
significativas entre activar este irrigante con PUI o con XPF. En el tercer grupo, el
quelante débil HEDP, tenemos una eliminacién de la carga bacteriana completa,
dejandola por debajo del umbral de deteccion en placa para ambos sistemas de
activacion (PUI y XPF). En el grupo cuarto irrigado con PBS se observa que no
presenta accidon bacteriana alguna ya que no hay reducciéon de colonias con
respecto al control, presentando una ligera disminucién debido a la propia
activacion del irrigante con PUI o XPF por el simple hecho del arrastre mecanico

(Figura 54).
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Figura 54. Barras de los diferentes grupos con el nimero de colonias comparandolo con el control.
Las barras grises serian los grupos activados con XPF y las barras negras con PUI En todas ellas
vemos colonias a excepcién del grupo irrigado con HEDP DualRinse independientemente si se

activa con PUI o XPF.

Si se compara la forma de activacién, de estos irrigantes no tiene diferencias
significativas ni comparandolo entre grupos, ni dentro de cada grupo, aunque
existe una tendencia de mayor reduccion bacteriana en los grupos activados con
PUI respecto a los grupos activados con XPF. También se puede observar que el
irrigante neutro PBS presenta una reducciéon de carga bacteriana respecto al
control, probablemente por la propia activaciéon y el arrastre mecanico que

produce.

Si se compara el nimero de colonias dentro de cada grupo, con una media de las
muestras control podemos ver que el HEDP y el EDTA con NaOClI 5,25% muestran
los niimeros mas bajos. Esto parece indicar que la combinacién de un quelante con
el NaOCl 5,25% es efectiva frente al E.faecalis. Dentro de estos dos quelantes el
HEDP combina mejor que el EDTA. La activaciéon de PUI y XPF parece igual de

efectiva, siendo ligeramente mas baja la activacion mediante PUI (Tabla 9).
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9,82E+03

1,45E+01

1,32E+01

1,68E+02 1,96E+02 1,43E+02
1,39E+01 1,45E+01 1,32E+01
1 1 1

6,58E+03 8,33E+03 4,82E+03

Tabla 9. Comparaciéon de nimero de colonias después de haber aplicado tratamiento en los

diferentes grupos.

82



DISCUSION
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El estudio realizado se basa en analizar la capacidad antimicrobiana que tienen los
quelantes combinados con el hipoclorito de sodio, al activarlos, para eliminar las
colonias de biofilm maduro de Enterococcus faecalis. La discusion se centrara
primero en el material y método y en segundo lugar a los resultados obtenidos tras

la realizacién del estudio.

Discusion del material y método

Para el estudio se emplearon dientes superiores e inferiores tanto uniradiculares
como multiradiculares. El criterio de elecciéon fue dientes que presentaran un
Unico conducto radicular, comprobandose con exploracién directa y dos
radiografias periapicales una en sentido mesio-distal y otra vestibulo-
lingual/palatino; a diferencia de otros estudios, que emplearon dientes inicamente
uniradiculares o dientes con variaciones anatémicas intraconducto como algunos
premolares inferiores (135-137). Los dientes del estudio se decoronaron, para
obtener unicamente la raiz y asi poder tener una longitud normalizada, en nuestro

caso de 17mm, longitud estandarizada por otros estudios anteriores (138-140).

La biomecanica previa de los conductos radiculares se realizé con lima Wave One
Gold primary, debido a la buena limpieza y a su aleacién de niquel titanio que le
permite conformar el conducto radicular sin alterar en exceso su forma original.
También es un sistema rotatorio que presenta menos casos de fisuras radiculares y

cracks, asi como transportes y deformaciones del tercio apical (141-143).

La permeabilidad del conducto radicular o patency se mantuvo siempre con una
lima K-flexo-file de calibre 010, con el fin de remover el detritus que se genera y
evitar obstrucciones o tapones. Es importante realizar esto ya que se ha visto que
incrementa la penetraciéon de la solucidn irrigante y aumenta significativamente el

flujo de irrigante hacia el apice (144).
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Discusion sobre la eleccion de los irrigantes

Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA)

Antes de hablar del EDTA, no podemos dejar de sefialar que, en mucha de la
literatura publicada sobre este, hay lo a nuestro juicio es un error comun. Se
emplea indistintamente el término del quelante EDTA cuando lo que realmente
importante es saber qué tipo de sal de este quelante se emplea. Hay diferencias
en el comportamiento del medio dependiendo del tipo de sal que se utilice, sal
disédica o tetrasddica de EDTA (68, 77). De ahi la importancia de especificar este
aspecto en la metodologia de los estudios. La mayoria de los estudios no
especifican que tipo de sal emplean describiendo inicamente la concentracion, que

suele ser del 17%.

En esta tesis doctoral se ha usado la sal disédica del quelante EDTA (Na2EDTA) al
17% puesto que se trata de un quelante fuerte y suele ser el mas utilizado en
clinica. Se ha visto que puede interaccionar con el NaOCl al mezclarlo de manera
inmediata, pero que (66, 72, 145, 146) no se ha estudiado lo que ocurre cuando es

dispensado pasado un tiempo de trabajo, en nuestro estudio de 1 hora.

Hay discusion sobre si el EDTA tiene poder bactericida. Hay articulos que
defienden que si presenta actividad antimicrobiana tanto para Streptococos y
Stafilococos Aureus (49) como para Enterococous faecalis (66, 147). Zehnder y
cols (68) mostraron que una solucién de EDTA al 17% inhibia el crecimiento
bacteriano del Enterococcus faecalis a una disolucién de 1/1y 1/10 pero no 1/100,
concluyendo que presentaba mas capacidad antibacteriana inhibitoria que

propiamente bactericida.

Sin embargo, otros estudios defienden que el EDTA no tiene actividad
antimicrobiana. Arias Moliz (148) Torabinejad y cols (149) o Mello y cols (150)
demostraron que la solucién de EDTA al 17% no posee capacidad antibacteriana

incluso estando en contacto con el EDTA por 60 minutos (148).

Goldman y cols (151) determinaron en su estudio que la soluciéon de EDTA

independientemente de la concentracién, reduce significativamente las bacterias
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en conductos necroéticos al compararlo con solucidn salina. Esto puede ser debido
al efecto que tiene el EDTA sobre el barrillo dentinario, obteniendo una reduccién
bacteriana por arrastre mecanico (151). Gracias a la capacidad quelante del EDTA
sobre la dentina, puede desprender biofilm adherido a las paredes del conducto
radicular (9). El EDTA, por tanto, ayuda a regularizar quimicamente la dentina,
disolver el barrillo dentinario y aumentar la permeabilidad dentinaria y gracias a

esto puede tener actividad antimicrobiana, tanto solo como acompafado de NaOCL

Acido etidronico

Al igual que ocurre con el EDTA, el HEDP se emplea en la literatura el término de
acido etidronico y etidronato por igual, cuando lo que realmente se utiliza es la
sal tetrasodica del acido etidronico (Na4HEDP). Este quelante se propuso como

alternativa al EDTA por ser mas compatible con el NaOCl (68, 69).

La eleccion del acido etidronico hace que nos podamos plantear este irrigante
como una buena alternativa en el proceso de quelaciéon continua, en la que se usa
de manera simultdnea el hipoclorito de sodio NaOCl y un quelante durante la

preparacion quimico-mecanica (68).

La diferencia principal del Na4HEDP respecto a Na2ZEDTA es que, es un quelante
débil alcalino que actiia en rango de pH de 10,8-12,2, mientras que la sal dis6dica

de EDTA trabaja a un pH neutro en torno a 7 (69).

Estas condiciones alcalinas del HEDP favorecen su uso con el NaOCl (77, 145). La
ventaja es que permite aumentar la concentracion maxima del hipoclorito anién,

que es el principal causante en la disolucion de tejidos organicos (69, 78, 145).

Wright y cols (152) compararon el efecto del HEDP con la sal tetrasddica del EDTA
(Na4EDTA) la cudl actiia también a un pH basico (10-11), y los resultados que
obtuvieron para mantener el pH y la concentracién de cloro libre disponible (FAC)
fueron, que el HEDP se comportaba mejor durante un periodo largo de tiempo

(Figura 55-56).
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Figura 55. Tabla comparativa del HEDP y Na4EDTA sobre cantidad de cloro libre (FAC), segiin

el calor durante 60 minutos. La imagen (A) muestra la gran disponibilidad de cloro libre a

temperatura ambiente con una concentracién de NaOCl al 5,25% y HEDP. Sin embargo, a mas

temperatura esta disponibilidad se reduce con el paso del tiempo. En la imagen (B) a una

concentracion menor de NaOCl junto con Na4EDTA presenta una disponibilidad mucho menor

y desciende de manera mas acusada con el paso del tiempo (152).
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Figura 56. Figuras comparativas de HEDP (A) y (C) varias soluciones de EDTA (B) y (D) y como

afecta la temperatura y el tiempo en la disponibilidad del cloro libre disponible (FAC) y en el pH del

medio (152).
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También compararon a temperatura ambiente (232C) en un tiempo prolongado,
quién mantenia mayor cantidad de cloro libre disponible (FAC) y el pH del medio

estable, siendo el HEDP quien mantuvo las mejores condiciones.

El tiempo de trabajo establecido para nuestro estudio fue de 1 minuto, basdndonos
en estudios previos de Wright y cols (152) y Biel y cols (77) (Figura 57). Estos
defienden que un tiempo prolongado puede disminuir la eficacia del quelante, y
que la combinacion de ambos irrigantes, quelante e hipoclorito de sodio, es mejor

cuando el tiempo es menor.

Salt (wt/wt) 1 min 10 min 20 min 30 min 60 min

18% NasHEDP

Available chlorine (%) 95+2 92+2 88+2 83+2 72+3

pH range 11.6 11.5-11.7 11.4-116 11.3-115 11.1-11.2

Temperature ("C) 24+0 24+0 24+0 23+0 23+0
9% Na4HEDP

Available chlorine (%) 99 +1 9740 9540 93 +1 87+3

pH range 11.0-11.2 11.1-11.2 1.1 11.0-11.1 10.9-11.0

Temperature (°C) 22+0 22+0 2+0 2+0 22+0
18% NasEDTA

Available chlorine (%) 7341 10+1 8+0 7+1 6+2

pH range 11.2-11.5 9.8 9.7-9.8 9.7-9.8 9.7

Temperature (°C) 21 +£1 25+0 23+0 22+0 21 +1
3% NasEDTA

Available chlorine (%) 95 +1 93 +1 90 +1 87 +1 17+0

pH range 12.1-12.6 12.1-12.2 11.5-12.0 11.5-11.9 9.7-9.8

Temperature (*C) 20 £1 21+0 21+0 21+0 23+1
None (control)

Available chlorine (%) 100 + 1 99 +0 100 +1 100 +2 99 +1

pH range 1.7 11.6-11.8 1.7 11.7-11.8 11.6-11.8

Temperature (°C) 221 22+0 2+0 2+0 22+0

Figura 57. Tabla con diferentes soluciones de EDTA y HEDP, para mostrarnos la cantidad de cloro

disponible segin el pH y tiempo (77).

Discusion sobre las técnicas de activacion de la irrigacion

Las técnicas de activacién que se han escogido en nuestro estudio han sido la
activacion ultrasénica pasiva (PUI) y la Endo XP finisher (XPF). Existe gran
cantidad de literatura sobre la activacion ultrasénica pasiva que demuestra la
efectividad en la accién antibacteriana del irrigante, pero no hay un protocolo
exacto establecido sobre qué tipo de irrigante emplear, qué volumen del mismo o

cuales deben ser los tiempos de activacion (86,101, 153-157).
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La principal caracteristica del sistema de activaciéon PUI, es que no contacta el
instrumento de activacién con las paredes del conducto lo que minimiza el riesgo
de deformaciones o cavitaciones que alteren la superficie original (158). La
activacion se realiza después de la preparacion biomecanica completa (9). La
energia es transmitida en nuestro caso con la lima irrisafe 20/21 a una frecuencia
de unos 30 kHz y con una intensidad 1 en nuestro aparato ultrasonico ya que una

intensidad mayor puede provocar la fractura del instrumento (86, 154).

En la irrigacion ultrasénica pasiva como vimos antes, podemos aplicar el flujo del
irrigante de manera continua o intermitente, pero vemos que la renovacion del
irrigante durante la activacién de manera intermitente favorece mas la limpieza de
los conductos. En nuestro estudio elegimos ciclos de 20 segundos para renovar el

irrigante tres veces durante 1minuto (159, 160).

La otra técnica de irrigacion, la XPF, se basa en un instrumento para la agitacion de
los irrigantes a una menor velocidad, pero que al igual que el PUI mejorar la
eficacia de la irrigacion (86, 154, 155). Hay poca literatura que estudie la eficacia
de esta activacién comparandola con PUI, pero los articulos expuestos son
optimistas con su eficacia en la desinfeccién y como una buena alternativa (85,

160).

Bao y cols (160) compararon en dos estudios estas formas de activacion PUI y XPF,
siendo ambas efectivas cuando el irrigante se activaba en varios ciclos (flujo

intermitente) (Figura 58-59).
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Figura 58. (A) y (B) antes de aplicar tratamiento, (B) y (C) los resultados tras activacién PUI, (E) y

(F) activaciéon XPF y (G-I) activados en varios ciclos el irrigante con PUl y XPF (160).

Inside groove Outside groove

Group* Apical Middle Coronal Total® Apical Middle Coronal Total®

CNI 2579+922 2588+7.79 2933£1053 27.00+933° 129£1.15 169£137 175£161 158+1.39°
CNI 2 2646+923 2530748 2868884 2681+861° 134:£095 151+£084 175+£136 1.53+1.08°
PUI' 6.17 £367 592+245 590+252 6.00+291% 127+£102 120£093 1.01+056 1.16+0.86'
PUI 2 565+29  594+247 557+252 5724265 114+093 128+106 098+036 1.13+0.84'
XPF 1 295+235  271+198 3.16+2.16 294+216° 077+044 083+046 085+048 0.82+0.46"
XPF 2 090+047 1.12+062 1.09+0.63 1.04+059" 074+042 079+040 0.86+045 0.80+042"

Figura 59. Comparacién de diferentes tercios del diente, coronal, medio y apical irrigados con

activacion manual (CNI), PUI y XPF con flujo continuo (1) o en varios ciclos de activacién (2).

Observamos que la reduccion es mayor en PUI y XPF y en ciclos de activacion superior a un flujo

continuo (160).
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Discusion sobre el biofilm de Enterococcus faecalis

Se seleccioné una cepa de Enterococcus faecalis debido a su asociacién recurrente
con lesiones perirradiculares. Dentro de estas lesiones se engloban las lesiones

endodonticas primarias y las infecciones persistentes (131).

Las infecciones endoddnticas primarias, se asocian principalmente con lesiones
perirradiculares crénicas asintomaticas, mas que con lesiones agudas o abcesos
endoperiodontales. La prevalencia que tiene el E.faecalis en estas infecciones llega
a ser de hasta el 40% (131). Sin embargo, en lesiones persistentes, la frecuencia
del E.faecalis es mucho mas alta. En casos de retratamiento endododntico es incluso
nueve veces mas probable que exista E.faecalis comparado con las infecciones
endoddnticas primarias (131). Estudios que han investigado la prevalencia de
E.faecalis en infecciones persistentes de dientes con tratamientos endodonticos

previos, puede llegar hastaun 77% (131, 161-165) (Figura 60).

Number of Root-filled Number of Root-filled Teeth Prevalence Method of

Authorlyear Teeth in Study with Bacterial Growth of E. faecalis ~ Detection
Engstrom 1964 (24) 54 21 521 = 24% Culture
Moller 1966 (25) 264 120 34/120 = 28% Culture
Molander et al. 1998 (3) 100 68 32/68 = 47% Culture
Sundquist et al. 1998 (4) 54 24 9/24 = 38% Culture
Peciuliene et al. 2000 (26) 25 20 14120 = 70% Culture
Peciuliene et al. 2001 (27) 40 33 21133 = 64% Culture
Hancock et al. 2001 (5) 54 33 1033 = 33% Culture
Pinheiro et al. 2001 (28) 60 51 27/51 = 53% Culture
Pinheiro et al. 2003 (29) 30 24 11124 = 46% Culture
Siqueira & Rogas 2004 (30) 2 2 17122 = 11% PCR
Gomes et al. 2004 (31) 19 19 6/19 = 32% Culture
Rdqas et al. 2004 (7) 30 30 2030 = 67% PCR

Figura 60. Comparacién de diferentes estudios sobre la prevalencia de E. faecalis en dientes ya
endodonciados con infecciones persistentes mostrando el método de identificaciéon bacteriana,

como se puede observar el método de cultivo es el mas frecuente (165).

Estas diferencias en la prevalencia de E.faecalis puede deberse a las diferentes
técnicas de identificacion bacteriana, a diferencias geograficas o al tamafio de la
muestra (166, 167). En algunos casos, E.faecalis se ha encontrado como el Uinico
organismo presente en dientes ya tratados con lesiones perirradiculares (168,

169). La mayoria de estos estudios se han realizado utilizando técnicas de cultivo;
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sin embargo, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es actualmente el

método para la deteccidn de E.faecalis mas rapido y mas preciso (170, 171).

El E.faecalis posee factores de virulencia como las enzimas liticas, la citolisina o
sustancias de agregacidn le permiten alterar la respuesta del huésped y provocar
un fracaso endodéntico. También es capaz de compartir estos rasgos de virulencia
entre las especies, contribuyendo aiin mas a su supervivencia y la capacidad de
causar enfermedades (172). El E.faecalis es menos dependiente de los factores de
virulencia que otras bacterias. Depende mas sobre su capacidad de sobrevivir y
persistir que como un patégeno directo en los conductos radiculares (131). En
otras palabras, aunque el E.faecalis posee la capacidad de alterar la respuesta del
huésped y provocar reinfecciones, se caracteriza mas por resistir y ser una bacteria
dificil de eliminar, lo que ayuda en el conjunto del biofilm a proteger a otras

bacterias a que se desarrollen y puedan ser mas dafiinas.

Otra caracteristica del E.faecalis es su tamafio pequeio, lo que le permite invadir y
sobrevivir en el interior de los tubulos dentinarios (173). Ademas, gracias a su
resistencia, puede sobrevivir durante largos periodos de tiempo sin un suministro
nutricional adecuado dentro de estos tibulos (174). Se ha demostrado que el
E.faecalis en los tubulos dentinarios puede sobrevivir ante el contacto de un
antimicrobiano como puede ser el Ca(OH); durante 10 dias (38, 175). Esto es
debido a la capacidad de formar biofilm por si mismo, permitiendo que la bacteria
se vuelva 1000 veces mas resistente a la fagocitosis, anticuerpos y antimicrobianos
(132). Por esta razén, es importante el uso de quelantes para eliminar el barrillo
dentinario que obstruye la entrada a los tiibulos y permitir que queden expuestos

para que el NaOCl pueda acceder a ellos y desinfectarlos (63, 149, 176).

Discusion de los resultados

Discusion sobre la eficacia del EDTA

Los resultados obtenidos en el grupo de irrigacion EDTA muestran una
disminucidn significativa de bacterias con respecto al grupo control. Sin embargo,

la presencia de colonias presentes en las placas posteriores al tratamiento en
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diferentes diluciones nos hace pensar que el efecto antimicrobiano del EDTA por si

mismo no es suficiente para reducir las colonias a un nivel satisfactorio.

Las colonias conforman las biopeliculas de biofilm, estas biopeliculas basicamente
son comunidades de bacterias adheridas a las superficies, protegidas por la
sustancia polimérica extracelular (EPS) (120). La EPS consiste esencialmente en
agua, proteinas, polisacaridos y ADN extracelular (120). También contienen
Metales como el calcio (Ca), que juega un papel importante, manteniendo la
estabilidad, la arquitectura, la viscosidad y la fuerza del biofilm (120, 177). El
EDTA, actia directamente sobre este calcio lo que produce la dispersion de la
biopelicula (178, 179), pudiendo explicar esta reduccién de colonias con respecto a
los grupos control. Por lo que una opcién viable podria ser, el uso de EDTA con

otros compuestos para mejorar su actividad antibacteriana.

Ferrer-Luque y cols (180) vieron que la actividad antibacteriana del EDTA por si
solo no era suficiente (41, 181). Realizaron estudios in vitro para evaluar la
eficacia del EDTA contra el E.faecalis, combinandolo en algunos grupos con
Cetrimida (CTR). La cetrimida esta formada principalmente por bromuro de
tetradeciltrimetilamonio. Posee una alta actividad bactericida sobre bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas. Ademas, la cetrimida presenta actividad sobre
ciertos virus y hongos. Su accién es mayor a pH neutro o ligeramente alcalino, pero
es menor a pH acido y en presencia de materia organica. Se utiliza en forma de
solucion o de crema para la desinfeccidn de la piel ante quemaduras y heridas. En

odontologia se suele combinar con la clorhexidina (148, 180).

La aplicaciéon del tratamiento seria posterior a la instrumentaciéon biomecanica y se
evaluaria a los 60 dias (148, 180). Los resultados que obtuvieron demostraron que
los grupos con EDTA que contenian cetrimida tenian un mayor efecto que los

quelantes por si mismos, llegando incluso al 100% de desinfeccion (Figura 61).
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Evaluated time (days)*

5 10 15 20 25 30 60

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Group | 12 (80.0) 9 (60.0) 6 (40.0) 4 (26.6) 3(20.0) 3(20.0) 3(20.0)
Group |l 15(100.0) 11(73.3) 11(733) 10 (66.6) 10 (66.6) 10 (66.6) 10 (66.6)
Comparison P value' 112 .350 .070 .033 013 013 013
Group Il 15(100.0) 9 (60.0) 8(53.3) 7 (46.6) 6 (40.0) 5(33.3) 4 (26.6)
Group IV 15(100.0) 11(73.3) 11(733) 10 (66.6) 10 (66.6) 10 (66.6) 10 (66.6)
Comparison P value' 1.000 .350 225 231 136 .072 .033
Group V 13(87.0) 9 (60.0) 3(20.0) 3(20.0) 3(20.0) 3(20.0) 3(20.0)
Group VI 14(93.3) 10 (66.6) 10 (66.6) 9(60.0) 9 (60.0) 9(60.0) 9 (60.0)
Comparison P value' .500 .500 013 .030 .030 .030 .030

Figura 61. Los grupos II, IV y VI son los tratamientos tratados afiadido CTR a los grupos de
irrigacién. Nos interesa en esta tabla ver el Grupo I, EDTA aplicado solo y Grupo II donde se aplica

EDTA con CTR y podemos ver la mejora en la desinfeccidn bacteriana (180).

Wang y cols en 2017, (182) compararon la actividad antimicrobiana del EDTA
combinandolo con un péptido para examinar su actividad antibacteriana contra las
biopeliculas formadas por E.faecalis. En su estudio, emplearon un péptido sintético
cationico llamado DJK-5, que se ha demostrado con buena actividad frente a

bacterias Gram-positivas y Gram-negativas en biofilms maduros (120, 177).

Los péptidos antimicrobianos, son conocidos también como péptidos de defensa
del huésped. Estos pueden ser naturales o sintéticos y tienen actividad
antimicrobiana contra muchos tipos de bacterias en estado plancténico y/o en
biopeliculas (120, 177, 183). También actiian en el proceso de la respuesta innata
y en la modulaciéon inmune adaptativa a través del reclutamiento y activaciéon de
células inmunes, regulacién de la autofagia celular y apoptosis, lo que lleva a un
aumento de la destruccién de bacterias y reduccién de la inflamacién (120). La
accion principal del DJK-5 es interferir en la adaptacién de las bacterias, mediante
la degradacion del ppGpp, un nucleétido importante en el desarrollo de las

biopeliculas bacterianas (120, 177, 183).

El estudio demostré una alta actividad contra biofilm por el Péptido DJK-5 solo y
combinado con el EDTA después de 1 y 3 minutos de exposicion (177). Sin
embargo, debido a que El DJK-5 es catiénico, podria interferir al mezclarlo con un
quelante ya que capta los iones con carga positiva como el (Ca) de la dentina, y por
tanto interferir con la actividad antimicrobiana del péptido. Aun con esto,

obtuvieron en ambos casos resultados similares (Figura 62).
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Figura 62. Los resultados de este estudio indicaron que el péptido DJK-5 puede ser una alternativa
para infecciones empleado en combinacién con EDTA. Las tablas muestran diferentes tiempos en
contacto con el E.faecalis teniendo el DJK-5 resultados muy similares pese las variaciones de
tiempo. A su vez, muestra las barras que corresponden con el mayor volumen de bacterias

eliminadas (182).
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En la literatura por tanto la actividad antibacteriana del EDTA parece ser por si
mismo débil o segiin otros estudios, directamente no tenerla (184-187). Algunos
incluso sugieren puede tener cierta actividad antimicética (188, 189), pero lo que
tenemos claro es, que no es suficiente por si mismo para ejercer como agente

antimicrobiano.

Es por esto por lo que se buscan coadyuvantes para mejorar esta actividad
antimicrobiana y completar con el resto de las propiedades que ya tiene el EDTA.
En conclusion, el EDTA gracias a sus propiedades como quelante provoca la
dispersion de biopeliculas, principalmente por arrastre mecanico, lo que explica la

reduccion de colonias, pero no es un antimicrobiano.

Discusion sobre el EDTA e hipoclorito de sodio al 5,25%

De nuestros resultados obtenidos deducimos que la combinacion EDTA 17% y
NaOCl 5,25 % como irrigante en protocolo final, disminuye el nimero de colonias
de E.faecalis, independientemente de si se activa con XPF o PUI Pese al incremento
en la disminucién de colonias, sigue habiendo presencia de bacterias en las

diluciones posteriores.

Esto nos hace pensar que al emplear los dos irrigantes se consigue un incremento
en la limpieza y desinfeccién respeto a la irrigacion inicamente con EDTA, ya que
conseguimos asociar las ventajas de los dos, la capacidad antibacteriana y la
disolucion de los tejidos organicos del NaOCl y la capacidad de remocién de tejido

inorganico y la eliminacién del barrillo dentinario de EDTA.

Ademas de lo explicado hasta ahora, estudios previos defienden que el mejor
protocolo de irrigacion final es la combinacién de hipoclorito sodio 5,25% y EDTA.
Esto se debe a la acciéon del quelante que permite una mayor difusién del
hipoclorito por el interior del conducto(30, 190). Yamada y cols (30) y Niu y cols
(190) defienden esta combinacion incluso hablan de que una concentracién menor
de hipoclorito sodio 2,5% es efectiva junto al EDTA para la eliminacién de biofilm

maduro de E.faecalis (68, 191, 192).

Sin embargo, la presencia de colonias presentes en las placas hace que, aun

disminuyendo considerablemente el nimero de bacterias nos planteemos una
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interaccién negativa entre estos dos irrigantes que evita por completo la

desinfeccion o deje los niveles bacterianos por de debajo de deteccion.

Esto se debe principalmente al efecto que tiene el EDTA sobre el cloro libre que
influye en la accién de desinfeccion del NaOCl. La actividad antimicrobiana del
NaOCl depende directamente de la disponibilidad del cloro libre. E1 EDTA produce
una pérdida inmediata del cloro libre de hasta del 80% al principio de la mezcla,
incluso pequefias cantidades de EDTA pueden afectar a la actividad del NaOCI (93,
193). Se ha observado que al mezclar 1% NaOCl con 17% EDTA en una
proporciéon 1:1 disminuye el contenido de cloro libre sobre 1% (37, 38) y al
mezclar una concentracion mayor de NaOCl del 4% con la misma concentracién
de EDTA, se disminuye un 0,3% (38). Esto nos indica que, si vamos a combinarlo
con EDTA, seria mejor emplearlo con altas concentraciones de hipoclorito de
sodio. Sin embargo, otros autores refieren que, cuanto mayor es la cantidad de
EDTA en la mezcla con el NaOCI, mayor es la reduccion del cloro libre por lo que

desaconsejan que el NaOCl sea utilizado con el EDTA (193).

La no concordancia en la literatura sobre si el EDTA anula o no las propiedades
antimicrobianas del hipoclorito de sodio NaOCl, se debe en nuestra opinidn al tipo
de sal de EDTA que se emplea (194, 195). Recordemos que la sal dis6dica de EDTA
posee un pH acido o cercano a neutro. Esta acidificacion del medio interacciona
con el hipoclorito de sodio reduciendo su actividad. Sin embargo, la sal tetrasodica
del EDTA, posee un pH basico cercano a 11 que lo hace compatible con el
hipoclorito de sodio sin alterar sus propiedades (77, 145, 146). Aunque algunos
articulos especifican el tipo de sal empleada (77, 145, 146), la mayoria de los
articulos no especifican si es sal disddica o tetrasodica, lo que dificulta una

homogenizacién de un protocolo de irrigacion final con EDTA.

En nuestro estudio se emple6 sal disddica combinada con NaOCl al 5,25%, se
esperd una hora para realizar el tratamiento para evaluar la interaccién y, por los

resultados obtenidos, parece que interfiere en su capacidad antimicrobiana.
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Discusion del acido etidronico

Los resultados obtenidos por el grupo formado por el HEDP con NaOCl 5,25% son
los que mostraron la mayor eficacia, ya que las colonias se redujeron por completo
o por debajo de niveles deteccidn, ya que en ninguna placa de las muestras hubo

colonias. El HEDP por tanto resulté una mejor combinacion que el EDTA.

Podemos resumir después de todo lo explicado hasta ahora que la actividad
antimicrobiana del hipoclorito estd relacionada directamente con el pH y la
cantidad de cloro libre (196). Como sabemos que la sal dis6dica puede afectar en
este sentido, autores han comparado el HEDP con una sal tetrasédica de EDTA, la
cual, como hemos visto antes, mantiene un pH mejor y reduce su efecto sobre el
cloro libre (71, 145). Biel y Cols, (77) basandose en que el HEDP en solucién
acuosa cuando se mezcla con NaOCl, no impide las propiedades antimicrobianas
del NaOCl (69,71), lo compararon con esta sal (71, 145). Para ello investigaron
varias sales quelantes con NaOCl a concentraciones de 1% y 5,25%, almacenaron
estas mezclas en diferentes intervalos de tiempo, y luego evaluaron su eficacia. Los
resultados mostraron que la sal tetrasddica del EDTA tiene cierta compatibilidad
con el NaOCl, pero s6lo en bajas concentraciones y a corto plazo. Esto puede ser
util cuando las dos soluciones estan recién mezcladas (145), pero para la
aplicaciéon prevista en situacion clinica, el HEDP parece mucho mas adecuado
(Figura 63-64).

1% NaOClI 5% NaOClI

~=Control

9% Na4HEDP
18% Na4HEDP

—3% Na4EDTA
18% NadEDTA 200

g
=y
=3

Concentration
Concentration

0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Time (min) Time (min)

Figura 63. Resultados obtenidos con dos concentraciones de NaOCl, La linea roja corresponde a
HEDP al 9% quién muestra las mejores propiedades en un periodo de tiempo prolongado ya que

mantiene estable la concentracién de NaOCl y por tanto el cloro libre disponible (77).
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Salt (wt/wt) 1 min 10 min 20 min 30 min 60 min

18% NasHEDP

Available chlorine (%) 95 + 2 92 +2 88 + 2 83+2 72 +3

pH range 11.6 11.5-11.7 11.4-11.6 11.3-11.5 11.1-11.2

Temperature (°C) 24 +0 24+ 0 24 +0 23+0 23+0
9% NasHEDP

Available chlorine (%) 99 +1 97+ 0 95+ 0 93 +1 87 +3

pH range 11.0-11.2 11.1-11.2 1.1 11.0-11.1 10.9-11.0

Temperature (°C) 22+0 22+0 22+0 22+0 22+0
18% Na,EDTA

Available chlorine (%) 73 +£1 10+1 8+0 7+1 6+ 2

pH range 11.2-11.5 9.8 9.7-9.8 9.7-9.8 9.7

Temperature (°C) 21 +1 25+0 23+0 22+0 21 +1
3% Na4EDTA

Available chlorine (%) 95+ 1 93+ 1 90 + 1 87 +1 17+0

pH range 12.1-12.6 12.1-12.2 11.5-12.0 11.5-11.9 9.7-9.8

Temperature (°C) 20 +1 21+0 21+0 21+0 23+1
None (control)

Available chlorine (%) 100 +1 99+ 0 100 +1 100 + 2 99 +1

pH range 11.7 11.6-11.8 11.7 11.7-11.8 11.6-11.8

Temperature (°C) 22 +1 22+0 22+0 22+0 22+0

Figura 64. Imagen que nos muestra el Porcentaje de cloro libre disponible. Puede observarse que
con el paso del tiempo va disminuyendo en los diferentes grupos, siendo el mas constante el HEDP

al 9% ya que varia menos el pH del medio, como vimos en la imagen anterior (77).

Wrighy cols (197) evaluaron con varios quelantes la interaccion con el pH y cloro
y libre. El objetivo del estudio era identificar qué quelantes se comportan mejor
quimicamente con el NaOCl, teniendo en cuenta los niveles de cloro libre
disponible y la eliminacién del barrillo dentinario para emplearlos en la quelacién

continua.

Se basaron en los estudios previos que incidian que el HEDP era el mas indicado en
asociacién con el hipoclorito, pero vieron que los resultados hablaban de una
caida en la concentracion efectiva de NaOCl del 5% al 3,7% en 1 hora cuando se
mezclaba con HEDP a la misma concentracion (198), por lo que para su estudio

afiadieron otro quelante distinto, el clodronato.

El clodronato, es un bifosfonato de primera generacion, que se ha utilizado entre
otras cosas para el tratamiento de la osteoporosis, la enfermedad de Paget,
osteoartritis e hipercalcemia maligna (199). Existe una amplia investigacién
médica sobre su seguridad y eficacia (199-201). El clodronato inhibe la actividad
osteoclastica y es antiinflamatorio (200), siendo ambas propiedades ventajas
potenciales para un irrigante endodéntico. Ademas, se ha visto que posee cierta

actividad antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa (202). No obstante, es un
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farmaco que en mujeres en estado de embarazo o edad fértil deberia evitarse su

empleo (203). Los resultados que obtuvieron a diferentes tiempos y temperatura,

para evaluar el pH y el cloro libre indicaron que el etidrénico y el clodronato tenian

un comportamiento muy superior al EDTA. Estos graficos muestran los datos

(Figura 65-66).
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Figura 66. La cantidad de
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combinaciéon del quelante
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constante en (@)
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prolongados de tiempo en
comparacién con los otros

quelantes (197).
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La razéon de la mejor compatibilidad de los quelantes clodronato y HEDP en
comparaciéon con el EDTA es que son quelantes no nitrogenados que contienen
fésforo (P) en lugar de Nitrogeno (N). En el NaOC], el cloro esencialmente lleva una
carga positiva y atacara centros electrofilicos de los atomos de nitrégeno (78), el
fésforo es menos electronegativo que el nitrégeno por lo que es menos probable

que reaccione con NaOCI.

Aunque el clodronato tiene un potencial de uso en la quelaciéon continua, no
investigaron aspectos importantes como la capacidad de disoluciéon de tejidos
organicos o capacidad antimicrobiana, ni su seguridad clinica ya que fue un estudio
realizado in vitro. Si podemos constatar que la comparaciéon del HEDP con el EDTA
al asociarlo con NaOCl muestra una mejor asociaciéon y por tanto debe ser la

primera opci6n indicada.

Discusién sobre activacion ultrasdnica pasiva (PUI) y Endo XP
finisher (XPF)

Los irrigantes que se emplearon en nuestro estudio fueron divididos en subgrupos
para ser activados aleatoriamente con PUI o con XPF. En ninguno de los grupos
vimos diferencias significativas, aunque si apreciamos una disminucién

ligeramente mayor en el grupo activado con PUI (Tabla 10).

9,82E+03 1,45E+01 1,32E+01

1,68E+02 1,96E+02 1,43E+02
EDTA y NaOCl 1,39E+01 1,45E+01 1,32E+01
HEDP y NaOCl 1 1 1

6,58E+03 8,33E+03 4,82E+03

Tabla 10. Media de los resultados obtenidos en nuestro estudio de colonias segun el grupo de

trabajo comparados con el grupo control.
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La activacion con PUI es la mas importante y usada en endodoncia (83). Sin
embargo, los resultados obtenidos en nuestro estudio sugieren que la activaciéon
con XPF puede lograr resultados parecidos. La XPF es un instrumento
relativamente nuevo y hay pocos estudios comparandola con PUI en la reduccién

de biofilm.

A priori la XPF puede ser mas ventajosa ya que en nuestro estudio ha tenido una
resistencia a la fatiga mayor que las puntas de activacién PUI ya que no se nos
rompidé ninguna lima mientras que para la irrigaciéon ultrasénica pasiva (PUI),
necesitamos 5 puntas debido a que la fatiga de trabajo fractur6 varios
instrumentos. Ademas, tiene mayor comodidad de empleo al no tener que portar
un equipo ultrasénico de limpieza, ya que la XPF se puede adaptar directamente al

motor de endodoncia.

Parnwad y cols (204) (Figura 67) definian la XPF como una buena alternativa
gracias a su fina punta que trabaja minuciosamente las paredes del conducto
radicular (83). Realizaron un estudio in vitro para evaluar y comparar la eficacia
de diferentes métodos de activacidn para la desinfeccion en conductos radiculares
infectados con E.faecalis. Compararon diferentes técnicas de activacién como son,
PUI, XPF, navitip FX, lima de autoajuste (SAF), lima circunferencial (CF) y la
activaciéon con instrumentacion mecanica (MI) (89, 205). Los resultados que
obtuvieron fueron muy similares entre todos ellos a excepcion de la activacion con

instrumentaciéon mecanica manual.

1.00E+08
1.00E+07
1.00E+06
1.00E+05

1006404 Figura 67. Comparacién de las

a
b
c b,c c c
d g . 7 . . e
1.00E403 diferentes técnicas de activacion
1.00E402 e con las colonias remanentes
1.00£401 I después del tratamiento. Nos
1.00E400 interesa las columnas PUI y XPF
CF SAF M

Mean colony forming units
(CFUs/mL)

Initial 15N 25N PUI NFX XPF
Mean 1.21x107 2.95x10* 7.27x10° 8.28x10° 815  1.36x10° 6.45x10° 6.27x10° 63.5 ya que presentan resultados
SD 8.63x10° 1.81x10* 5.09x10° 4.62x10° 69.3 1.20x10° 4.39x10° 4.78x10° 482
Minimum 1.30x10° 1.00x10* 1.20x10° 2.60x10° 5  3.25x10? 2.07x10° 2.35x10° 0O parecidos (204)

Maximum 2.90x107 6.75x10* 1.50x10* 1.70x10* 2.24x10° 3.44x10° 1.70x10* 1.40x10* 140
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Si comprobaron que la activacion con PUI y NFX eran mas conservadoras con las
paredes del conducto radicular ya que desgastaban menos y habia menos pérdida

de dentina (89, 206).

Una diferencia importante de la XPF frente a las otras técnicas de irrigacion es su
flexibilidad y su punta fina de trabajo que le permite contactar efectivamente en
los conductos radiculares no uniformes, dando mejores resultados con respeto al
PUI, NFX y SAF, ya que estos son mas rigidos (207). Otros estudios comparaban la
efectividad de la XPF con técnicas sénicas y mostraron que, en comparacion con la
irrigacion tradicional o la activacion sénica y ultrasénica, la XPF fue mas efectiva
en la disminucién de bacterias presentes en los tibulos dentinarios (85, 160). Por
ultimo, parece que la activaciéon con XPF tiene mayor control del irrigante, lo que

impide que se extruya irrigante al periapice frente a la activacion PUI (89, 208).

PingPingBao y cols (160) propusieron combinar estas dos técnicas PUI y XPF con
irrigacion de NaOCl al 3% y EDTA y dieron como resultado un 95% con PUI y un
99% con XPF de eficacia en la reduccion de bacterias tras 4 semanas de incubacion.
AdhamAzim y cols (85) utilizé NaOCl al 6% y EDTA y los resultados fueron
similares con XPF 98% después de 3 semanas. B Bhuva y cols (138) utilizaron
NaOCl al 1% después de tres dias de incubacion con PUI y tuvieron una reduccién
del 99% de las bacterias. Ambas técnicas de activacion producen resultados

similares.

Los resultados obtenidos en nuestro modelo experimental indican que la
activacion con XPF puede conseguir resultados similares a los conseguidos con
PUI La adecuacién de la XPF o la PUI a la situacién clinica debe determinarse in

situ.

Como resumen, entendemos que la relevancia clinica de nuestro estudio, a la
vista de los resultados obtenidos, es que parece factible la combinaciéon de
NaOCl con un agente quelante, preferiblemente débil, como el HEDP, aplicado
en varios ciclos. Esto va a permitir disolver al mismo tiempo la materia organica e
inorganica, eliminar los restos inorganicos y el barrillo dentinario formados
durante la conformaciéon durante la instrumentaciéon, evitando que se acumulen

en las paredes dentinarias y en las irregularidades del sistema de conductos lo
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que va a facilitar una mayor difusion del irrigante y por tanto una mayor

desinfeccion de las superficies.

Lineas de investigaciéon futuras son necesarias desarrollar de nuevos
coadyuvantes que ayuden a mejorar las capacidades del EDTA, como pueden ser
péptidos o la cetrimida, asi como la investigaciéon de nuevos quelantes como el
Clorodronato para combinarlo con el NaOCl y aumentar los porcentajes de

desinfeccion.
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CONCLUSIONES
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Teniendo en cuenta las limitaciones de nuestro estudio in vitro, en el que se han
utilizado dientes humanos permanentes infectados con Biofilm de
E.faecalis, aplicando diferentes tratamientos para su desinfeccién vy
teniendo precauciones en la extrapolacion de los resultados a la clinica, podemos

concluir que:

1- El EDTA por si solo tiene un poder antimicrobiano débil, reduciendo los
niveles bacterianos principalmente por arrastre mecanico, pero no lo
suficiente como para plantearse una irrigacion dnica con EDTA en el

protocolo de irrigacion final.

2- La combinacion de EDTA en combinacion con NaOCl al 5,25% activado,
parece tener buena actividad antibacteriana, pero no parece un irrigante
adecuado para protocolo de irrigacién final porque la desinfecciéon no es

completa y siguen quedando colonias remanentes.

3- La combinacién de HEDP con NaOCI al 5,25% activado, reduce la carga
bacteriana por debajo de niveles de deteccién lo que lo convierte en el

quelante ideal para usarlo en protocolo de irrigacidn final.

4- No hay diferencias significativas entre la activaciéon mediante activacion PUI

y activacién mediante XPF independientemente del irrigante usado.

5- El Enterococcus faecalis es susceptible a todos los irrigantes, pero
solamente el HEDP ha sido capaz de reducirlo por debajo de niveles de

deteccidn.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

°C: grados centigrados.

AHL: autoinductor, N-acil homoserina lactona.

BHI: brain heart infusiéon medio de cultivo general bacteriano.
Ca: Calcio.

CBCT: tomografia computarizada de haz coénico.

CFU: unidades formadoras de colonias.

Cl: Cloro.

ClO: i6n hipoclorito.

Co: Cobalto.

DR: Dual Rinse, nombre comercial del irrigante acido etidrénico.
EDTA: acido etilendiaminotetracético.

EPS: matriz polimérica extracelular.

FAC: Cloro libre disponible.

Fe: Hierro.

HEDP: acido etidrénico.

HOCL: acido hipocloroso.

Khz: Kilohertzios

MCcF: Mcfarland, unidad de medida de la turbidez de un liquido.
mm?: unidad de medida, milimetros cuadrados.

Mn: Manganeso.

N: Nitrégeno.

Na: Sodio.

Na2EDTA: sal disédica de EDTA.

NA4EDTA: sal tetrasédica de EDTA.

NaOCl: Hipoclorito de Sodio.
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OH: grupo hidroxilo.
PBS: tampon o buffer de fosfato salino.
pH: potencial de hidrégeno.

PUI: activacién ultrasénica pasiva.

SEM: microscopio electronico de barrido.

SH: grupo sulfhidrilo.
WWG: wave one gold.
XPF: XP-endo finisher.
UCT: microCBCT.

pm: unidad de medida, micra.
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