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1.1.- DESCRIPCION DEL COMPLEJO DENTINO-PULPAR.

Tradicionalmente, la estructura tisular de los dientes se ha organizado en 4
partes, tres de ellas mineralizadas; el cemento, que recubre externamente la
raiz del diente; el esmalte, que protege, a su vez, a la corona dentaria; y la
dentina, tejido que se dispone en el interior del diente; existe, ademas, una
porcidén no calcificada, la pulpa, envuelta por la dentina excepto en aquellas
zonas por las que penetran los paquetes vasculo-nerviosos del diente. Pero,
hay que resaltar que la dentina y la pulpa son, en realidad, un mismo tejido,
que podriamos nombrar complejo dentinopulpar, en aras a poner las
denominaciones tradicionales y ampliamente difundidas, similar al hueso, con
la diferencia que en el caso del diente las células no estan rodeadas de tejido
mineralizado sino que se colocan en la periferia de éste [Gomez de Ferraris y
Campos, 2002; Carison, 2000; Pashley y Walton, 1994].

1.1.1.- Anatomia.

El complejo dentino-pulpar, macroscépicamente, constituye la mayor parte de
la estructura radicular del diente y parte de la coronal; se trata de un tejido
calcificado y elastico en cuyo interior se organiza la porcién no mineralizada y
celular, que contiene también los vasos y nervios. Una caracteristica muy
importante de la disposicion de las diferentes porciones de este tejido, y de
gran relevancia clinica, consiste en que la porcibn no mineralizada se
encuentra practicamente encajada en el interior de la zona -calcificada,
quedando sélo una estrecha via de comunicacion con los tejidos circundantes
(periapicales) a través del orificio apical, Unico en cada raiz del diente (en la
mayor parte de los casos) y a través de pequenos orificios accesorios que se
ubican mayoritariamente el apice radicular pero también en otras regiones de
la raiz. La camara pulpar en los premolares y molares puede dividirse, al igual
que su contenido pulpar, en una porcién coronaria y una porcién radicular.
En la zona coronaria la camara posee un piso y un techo, donde
encontramos los cuemos pulpares, que son prolongaciones camerales que se
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dirigen hacia las cuspides. Del piso de la camara pulpar salen dos o
tres conductos que penetran en las raices y terminan en uno o varios orificios
en el vértice distal de la raiz. Dichos conductos se extienden, por tanto, desde
la region cervical hasta el foramen apical o 4pice radicular. Se denomina pulpa
radicular a la porcion tisular que ocupa los conductos. En el foramen apical la
pulpa radicular se conecta directamente con el tejido periapical del ligamento
periodontal como ya queda dicho. En los elementos unirradiculares la pulpa
coronaria se contintia sin limites topograficos con la pulpa radicular, pues
carece de piso, pero si posee cuemos en nimero de uno o tres segun se trate

de caninos o incisivos [Brand e Isselhard, 1999; Woefel y Scheid, 1998].

Durante el desarrollo de la raiz, la vaina epitelial de Hertwig es la que
determina el nimero de raices y por ende, de los conductos. Generalmente, el
resultado es un conducto principal situado en el centro de la raiz que se abre
en un agujero Unico central o ligeramente desviado en sentido distal. Sin
embargo, pueden formarse conductos laterales o accesorios como también
terminar a manera de un delta apical cuya complejidad varia de un diente a
otro. En el caso de existir conductos laterales, el tejido pulpar suele establecer
conexiones con el tejido periodontal. Los conductos accesorios, si bien pueden
encontrarse a cualquier nivel radicular, son mas frecuentes en el tercio apical.
Estas variaciones morfolégicas son de gran importancia en la terapéutica
endodéntica, por la dificultad que supone para la eliminacién de la pulpa

enferma y la posterior instrumentacion y sellado de los conductos [Trowbridge y
Kim, 1999].

El tamafio de la cavidad pulpar disminuye con la edad por el depésito continuo
de dentina secundaria y también por la aposicién localizada y deformante de la
dentina terciaria que se produce como respuesta ante distintos tipos de noxas.
El tejido pulpar y dentinario conforman estructural, embriol6égica Yy
funcionalmente una verdadera unidad biolégica [Avery, 1993].



Introduccion

1.1.2.- Embriologia.

A partir de la 62 semana del desarrollo embrionario comienza la odontogénesis
en la zona correspondiente a los futuros maxilares. Ya durante la 32-42 semana,
durante la fase de disco bilaminar, a nivel del ectodermo aparece un
engrosamiento que constituye la placa neural, que se invagina para formar el
surco neural, cuyos extremos se elevan, plegandose hasta contactar y cerrar,
formando el tubo neural. A partir de este pliegue o cresta neural, se originan
unas células que emigran hacia una capa intermedia del disco bilaminar
(mesodermo intraembrionario). Estas células constituyen el ectomesénquima
que, entre otras localizaciones, emigran a las regiones de la cara y cuello,
originando, entre otros elementos, la dentina, la pulpa, el cemento, el ligamento
periodontal y el hueso [Davis, 1988; Ten Cate, 1998]. Una vez constituida la
cavidad bucal primitiva, durante la 62-72 semana, a partir del ectodermo que
tapiza los procesos maxilares, en el area que correspondera a las futuras
crestas alveolares, tanto maxilar como mandibular, se forma un engrosamiento
continuo a lo largo, en forma de U, constituyendo la banda epitelial primaria. Al
mismo tiempo se origina en el ectomesénquima subyacente, una condensacién
de células, que inducen a la proliferacion del epitelio, formandose 10 laminas
que lo invaden en profundidad y constituyen las laminas dentales, responsables
de la formacion de los 10 dientes deciduos de cada arcada. De esta lamina
también se originan los 32 gérmenes de la denticién permanente alrededor del
quinto mes de gestacion. A partir de este momento se establece una continua
induccién reciproca epiteliomesenquimatosa, que permitira el desarrollo de las
estructuras que se formaran a partir del epitelio ectodérmico (esmalte) y del
ectomesénquima (dentina, pulpa, cemento, ligamento periodontal y hueso)
[Johnstorj y Sulik, 1993; Ten Cate, 1998].
)

Segun avanzan vy proliferan las células del epitelio de la lamina dental, se
origina un engrosamiento del extremo mas profundo constituyendo el primordio,
botén o brote dentario, al mismo tiempo que el ectomesénquima que rodea a
esta estructura se condensa formando el saco o foliculo dentario.
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Los primordios dentales se agrandan debido a la continua proliferacion de las
células, permitiendo una invaginacion del ectomesénquima que constituye la
papila dental, futura pulpa del diente, dando al germen dentario en desarrollo
una morfologia de casco o caperuza (estadio de casquete), en el que se
observa un epitelio periférico externo constituido por células cubicas que
rodean a unas células epiteliales poligonales en el interior. Al crecer el germen
dentario se hace mas profunda la invaginacion de la papila dental observada en
el estadio de casquete, condicionando un cambio en su morfologia, que
adquiere forma de campana, con unas caracteristicas morfolégicas que
corresponderan a las de la corona del diente especifico en formacion. En esta
fase o estadio de campana, que se desarrolla sobre las catorce a dieciocho
semanas de vida intrauterina, se establecen los procesos de histo y

morfodiferenciacion de todos los elementos estructurales [Abramovich, 1999].

En el epitelio periférico se pueden distinguir dos areas, una en relacion con la
papila dental, que es el epitelio interno del esmalte y otra en relacién con el
saco o foliculo dentario que es el epitelio externo del esmalte. El epitelio interno
del 6rgano del esmalte se encuentra separado de la capa de células
mesenquimatosas indiferenciadas mas periféricas de la papila dental por una
membrana basal dental, constituida por una lamina compuesta por colageno de
tipo IV y una matriz extracelular, correspondiendo a una zona acelular. Esta
relacién epiteliomesenquimatosa esta establecida por las moléculas de unién

entre ambos elementos, las de adhesion celular y al sustrato [Trowbridge y Kim,
1999.

Las células mesenquimatosas de la papila dental emiten unas prolongaciones
largas y delgadas que atraviesan la zona acelular y contactan con las del
epitelio interno del esmalte, quedando entre ambos tipos celulares una
membrana basal con una red de escasas y finas fibrillas aperiédicas. A partir
de este momento se establece un proceso de inducciéon reciproca muy
evidente, en el que la maduracion celular se inicia y es mas rapida en la capa
del epitelio intemo del esmalte o de preameloblastos que en la de los
preodontoblastos, diferenciandose en primer lugar los ameloblastos de los

odontoblastos.
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Pese a este inicio de preferencia de la maduracion en las células formadoras
del esmalte, éstas no inician la formacién hasta que no se ha formado la
primera capa de matriz organica extracelular de la predentina inicial que, una
vez mineralizada, constituye la dentina. Segin se forma este tejido, las
prolongaciones de los odontoblastos o prolongaciones de Tomes quedan
englobadas en el interior de unos espacios que seran los futuros tabulos

dentinarios [Raj y Sharawy, 1993].

Una vez constituida la primera capa de dentina, los ameloblastos formaran la
primera capa de esmalte, delimitando en el polo apical o secretor de la célula
una prolongacién o proceso de Tomes. Tanto los procesos de los ameloblatos
como las prolongaciones de los odontoblastos se extienden en la dentina y en
el esmalte en formacién, respectivamente. Este inicio de la diferenciacion y
maduracién de los tejidos dentarios comienza en los vértices cuspideos y

bordes incisales de los futuros dientes [Avery, 1993].

Entre el epitelio externo e interno del 6rgano del esmalte, quedan unas células
de forma estrellada debido al incremento de la sustancia intercelular,
adquiriendo las caracteristicas morfol6gicas de los tejidos mesenquimatosos y
que se conoce como reticulo estrellado. Las funciones de estas células no
estan claras aunque se considera que mantienen el espacio que ocupara el
esmalte en crecimiento, y facilitan el paso de sustancias desde el epitelio
extemo al interno [Abramovich, 1999]. En relacion con el reticulo estrellado y con
el epitelio interno del esmalte existe una capa de células, el estrato intermedio,
que participa indirectamente en la amelogénesis. Los extremos mas apicales
del epitelio extemo e intemo del esmalte estan en intimo contacto, no
existiendo células del reticulo estrellado entre ellos, constituyendo el asa
cervical. Todos estos elementos estructurales de la fase de campana
constituyen el érgano del esmalte [Sharawy y Yceger, 1993; Skobe y cols., 1995;
Thesleff y Aberg, 1997]. El asa cervical en su crecimiento y desarrollo posterior

forma la vaina epitelial radicular de Hertwig.
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Al mismo tiempo que crece la vaina epitelial radicular, a partir de las células
mesenquimatosas indiferenciadas del saco dentario se diferencian los
osteoblastos que producen un tejido osteoide que, una vez mineralizado,
formara el hueso del proceso alveolar, en el que se produce una remodelacion
continua por procesos de aposicion y reabsorcion, debidos al crecimiento y
cambio de posicion del germen dentario [Brand e Isselhard, 1999].

Cuando la vaina epitelial radicular de Hertwig ha alcanzado su longitud
maxima, se dobla hacia dentro circunferencialmente, constituyendo el
diafragma epitelial, estructura que establece la longitud del diente y delimita el
foramen apical. En este momento debemos hablar de pulpa dental en lugar de
papila dental. Durante la formacion y desarrollo de la vaina epitelial de Hertwig
se pueden producir pequeias interrupciones, que originan conductos laterales
o accesorios. En los casos de dientes multirradiculares, la vaina epitelial
radicular de Hertwig forma unas invaginaciones que dividiran el infﬁhdibﬁhp

radicular en dos, tres 0 mas raices [Gomez de Ferraris y Campos, 2002].

Los tejidos periapicales del diente se desarrollan a partir del ectomesénquima
que constituye el foliculo o saco dental y que rodea al germen del diente en
desarrollo. La dentina radicular se forma progresivamente en sentido
coronoapical, con la peculiaridad que se deposita sobre la vaina epitelial
radicular de Hertwig en lugar de la capa de ameloblastos, quedando
posteriormente recubieta por cemento. A partir de las células
mesenquimatosas indiferenciadas existentes en el saco dentario, se diferencian
fibroblastos y cementoblastos que penetrar en los huecos que existen entre los
fragmentos de la vaina epitelial, formando la sustancia fundamental del
precemento o cementoide. Al mismo tiempo se producen fibras colagenas de
tipo | que quedan incluidas en el precemento que, al ser mineralizado, anclan
dichas fibras, constituyendo los llamados haces de fibras cementosas [Ammitage,
1993].

La formacién de los dos tercios superiores de la raiz se realiza de una forma
lenta, lo que permite a los cementoblastos su retirada, formandose un cemento

acelular.
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Debido a que la formacion del tltimo tercio es mas rapida y esta condicionada
por la erupcion del diente, los cementoblastos quedan englobados en la matriz
que forman (cementocitos), constituyendo un cemento celular. El depésito de
cemento por aposicion se realiza durante toda la vida, por lo que su espesor

aumenta con el transcurso de los afios [Gémez de Ferraris y Campos, 1999].

Los fragmentos de epitelio de la vaina epitelial radicular de Hertwig que no
degeneran, constituyen unos cordones o islotes celulares llamados restos
epiteliales de Malassez. Estos restos iran desapareciendo progresivamente
con la edad del individuo, aunque ante un proceso inflamatorio local pueden
proliferar y originar quistes radiculares [Kramer y cols., 1992]. A partir de las
células del ectomesénquima del saco o foliculo dental se diferencian los
osteoblastos que formaran el tejido 6seo del alveolo. Este hueso esta en
continua aposicion y reabsorcion, debido a las modificaciones que adopta el
germen dentario en su desarrollo y crecimiento. Asimismo a partir de las
células mesenquimatosas del saco o foliculo dental empieza a diferenciarse un
tejido conectivo muy rico en fibras colagenas y escaso en células y vasos
sanguineos. Las fibras forman un tejido conectivo denso y se disponen
irregularmente constituyendo la membrana periodéntica, en la que observamos
unos grupos de fibras ancladas en el hueso (fibras de Sharpey), otras en el
cemento (fibras cementosas) y unas intermedias (plexo intermedio). Cuando en
un estadio maduro de la formacion, las fibras se organizan en haces, reciben el

nombre de ligamento periodontal [Gémez de Ferraris y Campos, 1999; Melcher y
McCulloth, 1993].

1.1.3.- Histologia.

Los elementos estructurales de la pulpa son similares a aquellos que se
encuentran en tejidos conectivos fibrosos laxos en cualquier otra parte del
cuerpo. Estos elementos son células, fibras y una sustancia fundamental.
Debido a que la pulpa se encuentra en un ambiente unico, rodeada de un tejido
duro, su organizacion estructural y su conducta fisiopatoldgica son diferentes a

la de otros tejidos conectivos.
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Desde el punto de vista estructural la pulpa dental es un tejido conectivo de la
variedad laxa, ricamente vascularizado e inervado. En su periferia, en la union
pulpa-predentina, se ubican los odontoblastos que son células especializadas
que se encargan de sintetizar los distintos tipos de dentina.

Estas caracteristicas biolégicas sumadas al hecho de que la pulpa se
encuentra totalmente rodeada por dentina mineralizada, convierten a este tejido

en unico en su grupo.

Los elementos estructurales de la pulpa son similares a aquellos que se
encuentran en tejidos conectivos fibrosos laxos en cualquier otra parte del
cuerpo. Estos elementos son células, fibras y una sustancia fundamental.
Debido a que la pulpa se encuentra en un ambiente Unico, rodeada de un tejido
| duro, su organizacién estructural y su conducta fisiopatolégica son diferentes a
la de otros tejidos conectivos [Gronthos y cols., 2000].

El examen histoldgico de una pulpa madura desde su periferia en la predentina
(dentina sin mineralizar) hacia el centro de la pulpa muestra unas zonas bien
determinadas; la zona o capa odontoblastica, constituida por los odontoblastos
dispuestos en empalizada con las prolongaciones citoplasmaticas en la dentina
mineralizada. Bajo los odontoblastos se encuentran las denominadas céluias
subodontobasticas de Hohl, que proceden de la ultima divisién micética que da
origen a los odontoblastos y que se encargarian de mantener la integridad de la
capa odontoblastica. Abramovich (1999) denomina “zona eburnea” a la capa
odontoblastica y los componentes fibrilares de Von Korff, que intervienen en la
formacién de la matriz dentinaria. Una zona basal u oligocelular de Weil donde
se identifican el plexo nervioso de Raschkow, el plexo capilar
subodontoblastico y los denominados fibroblastos subodontoblasticos, que
estan en contacto con los odontoblastos y las células de Hohl por medio de
uniones comunicantes tipo gap. Asimismo a este nivel se encuentran las
células dendriticas de la pulpa. Una zona rica en células caracterizada por su
alta densidad celular donde se destacan las células ectomesenquimaticas o
célula madre de la pulpa y los fibroblastos que originan las fibras de Von Korff.
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Esta zona rica en células es especialmente prominente en dientes adultos los
cuales poseen un menor nimero de células en su parte central y la zona
central de la pulpa que esta formada por el tejido:conectivo laxo caracteristico
de la pulpa, con sus distintos tipos celulares, escasas fibras inmersas en la
matriz extracelular amorfa y abundantes vasos y nervios. La poblacién celular
esta representada esencialmente por fibroblastos, células
ectomesenquimaticas y macréfagos de localizacién perivascular. Existen,
asimismo, células dendriticas de la pulpa. Proporcionalmente tiene menos
cantidad de células por unidad de superficie que la zona rica en células.
Dependiendo de la edad de la pulpa, de la actividad de formacién dentinaria, de
su localizacién y de las diferentes especies, estas zonas pueden variar en
cuanto a su prominencia y elementos que la constituyen [Walton y Torabinejad,
1991; Rodriguez-Ponce y cols., 1995; Abramovich, 1999].

La pulpa esta formada por un 75% de agua y por un 25% de materia organica
constituida por células y matriz extracelular representada por fibras y sustancia

fundamental.

Los odontoblastos son las células especificas o tipicas del tejido pulpar
situadas en su periferia y adyacente a la dentina [Sasaki y Garant, 1996].
Conforman por su disposicion en empalizada la capa odontoblastica. Los
odontoblastos pertenecen tanto a la pulpa como a la dentina porque si bien su
cuerpo se localiza en la periferia pulpar sus prolongaciones se alojan en los
tubulos de la dentina con una extension promedio que puede oscilar entre 0,2 a
0,7 mm pudiendo alcanzar la conexion amelodentinaria. Estas variaciones han
sido asociadas con el estado de maduracion del diente. Se ha sugerido que el
proceso odontoblastico ocupa toda la longitud de los tabulos sélo en las
primeras fases del desarrollo, mientras que en un diente adulto las
prolongaciones pueden presentar distintas longitudes. Aunque, como queda
dicho, pueden alcanzar en casos excepcionales la dentina periférica, las
prolongaciones ocupan en general sélo el tercio interno de la dentina de
manera que la extension del proceso dentro de los tibulos dentinarios es ain
motivo de controversia. Se ha demostrado en este sentido que no todos los

tubulos poseen prolongaciones o que éstas sélo lo ocupan parcialmente.
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El odontoblasto maduro es pues, una célula altamente diferenciada que ha
perdido la capacidad de dividirse. Los nuevos odontoblastos que se originan en
Ios"rbrocesos reparativos de la dentina lo hacen a expensas de las células
ectomesenquimaticas o incluso de fibroblastos pulpares. La fibronectina juega
un importante papel mediador en |a diferenciacion de las célulrés
ectomesenquimales en odontoblastos.

Los fibroblastos son las células principales y mas abundantes del tejido
conectivo pulpar especialmente en la corona, donde forman la capa
denominada rica en células. Los fibroblastos secretan los precursores de las
fibras: coladgenas, reticulares y eldsticas y las sustancia fundamental de la
pulpa. Asimismo sintetizan fibronectina, una glicoproteina extracelular, que
i el
actua ‘como medlador de adhesuon celular unlendo las células entre si y a
éstas a los componentes de la matriz. Ademéas se ha sugerido que la union de
la fibronectina con el colageno tipo lil constituiria el sustrato quimico delas
fibras reticulares de la pulpa. Es decir que el aspecto alargado, fusiforme o
estrellado que presentan los fibroblastos, depende del tipo de matriz
extracelular en la que se encuentren inmersos. Por lo general, se ubican entre
las fibras colagenas, las cuales se orientan en las distintas direcciones del
espacio. Los fibroblatos tienen por funcién formar, mantener y regular el
recambio de la matriz extracelular fibrilar y amorfa. Son células multifuncionales
pues tienen también la capacidad de degradar el colageno, como respuesta

ante distintos estimulos fisiolégicos del medio interno.

Las células ectomesenquimaticas o células madre de la pulpa dental se
denominan también mesenquimaticas indiferenciadas y constituyen la
poblacién de reserva pulpar por su capacidad de diferenciarse en nuevos
odontoblastos productores de dentina o fibroblastos productores de matriz
pulpar segun el estimulo que actle sobre ellas. Esta capacidad de
diferenciacion ha sido demostrada in vivo e in vitro. El factor de crecimiento
endotelio-vascular (VEGF) es un poderoso estimulante de la proliferacién y
diferenciacion de las células de la pulpa. El nimero de celulas
mesenquimaticas disminuye con la edad, lo cual trae aparejado una reduccion
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en la capacidad de autodefensa de la pulpa. Generalmente se ubican en la
region subodontoblastica o en la proximidad de los capilares sanguineos, por lo
que suelen denominarse células perivasculares o-pericitos [Carlile y cols.,2000].
Las células mesenquimaticas indiferenciadas del periapice son las que pueden
dar lugar a distintas lineas celulares como fibroblastos, osteoblastos,
cementoblastos y ocasionalmente odontoblastos como respuesta biolégica ante
determinadas situaciones clinicas. Este tejido especializado periapical se

diferencia del conectivo periodontal por su gran capacidad reaccional
[Linde, 1985; Blanco, 1988; Ten Cate, 1998; Goracci y cols., 1999; Martinez y cols.,
2000; Gémez de Ferraris y Campos, 2002].

Entre las células de defensa de una pulpa normal podemos encontrar a los
macréfagos cuya forma cambia segun se encuentren fijos (histiocitos) o libres
en el tejido conectivo. Por su capacidad de fagocitosis y por participar en el
mecanismo de defensa, pertenecen al sistema fagocitico mononuclear y como
todas las células de este sistema, tienen su origen en los monocitos. En los
procesos inflamatorios los histiocitos se transforman en macréfagos libres,
incrementan su tamano y adquieren mayor capacidad de movimiento y de
fagocitosis. Su funcion consiste en digerir microorganismos, remover bacterias
y eliminar células muertas. Ademas de su actividad fagocitica, estan en
relacion con la funciéon inmunolégica al fagocitar particulas extrafias y
presentarlas a los linfocitos. También elaboran enzimas del tipo de las
hidrolasas acidas, que facilitan su migraciéon dentro del tejido conectivo. A nivel
del tejido pulpar el macréfago estimulado juega un papel clave en la respuesta
inflamatoria e inmune durante la pulpitis [Runguechwvvttivittaya y cols., 1998].

Las células dendriticas son células que resultan dificiles de discriminar de los
macroéfagos y que han sido descritas recientemente en la pulpa por Jontell y
cols. (1998). Estas células se distribuyen en la pulpa configurando un reticulo si
bien existen dos areas en las que se acumulan preferentemente: la region
perivascular en la zona interna de la pulpa y la regién paraodontoblastica en la
zona mas externa de la misma. En esta region bajo la capa

odontoblastica algunas de estas células dendriticas extienden sus
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prolongaciones dentro de los tibulos dentinarios posiblemente para detectar
una mayor concentracién de sustancias antigénicas. La funcién de las células
dendriticas de la pulpa consiste en participar en el proceso de-iniciacién de la
respuesta inmunolégica primaria. Las células capturan los antigenos, los
procesan y luego migran hacia los ganglios linfaticos regionales a través de los
vasos linfaticos. Una vez alli las células maduran transformandose en potentes
células presentadoras de antigenos que posteriormente exponen a las células
linfoides tipo T [Jontell y cols., 1998].

Al examinar los componentes de la pulpa normal humana, se pueden identificar
otros tipos celulares como linfocitos, células plasmaticas y en ocasiones
eosindfilos y mastocitos. La existencia de estas células es muy evidente en los

procesos inflamatorios.

Mediante citometria de flujo [Mangkornkarn y cols;, 1991] se ha demostrado que
la pulpa sana solamente posee linfocitos tipo T; los linfocitos B normalmente
estan ausentes. Los linfocitos T participan en la respuesta inmunolégica inicial;
estas células se activarian mediante mecanismos inmunolégicos ante la
presencia de antigenos provenientes de una caries y liberarian linfoquinas que
provocarian vasodilatacién pulpar. Se ha sugerido que este mecanismo
permitiria la migracion de linfocitos B desde la circulacién sanguinea hasta el
tejido pulpar. La interaccién entre ambos tipos de linfocitos facilitaria la
diferenciacion de los linfocitos B en células plasmaticas. Estas Ultimas elaboran
los anticuerpos especificos frente a los antigenos que han suscitado la

respuesta inflamatoria.

Los mastocitos identificados en la pulpa humana son de tamafio y numero
variable y generalmente de distribucion perivascular; intervienen especialmente
en los diferentes procesos inflamatorios de tejido pulpar, por la liberacion de
histamina que es una de las sustancias activas que sintetizan. Este compuesto

aumenta la permeabilidad de los capilares y vénulas, lo que produce edema.
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Los efectos de la histamina son contrarrestados por la actividad de la
histaminasa producida por los eosinéfilos. Aln hoy se discute el verdadero

papel que desempefian estas células en la pulpa: -

Los principales componentes extracelulares de la pulpa dental son las fibras y
la sustancia fundamental de igual manera que se encuentran en los tejidos

conectivos de cualquier otra parte del cuerpo humano.

Las fibras de colageno estan constituidas por colageno tipo | que representa el
60% del colageno pulpar. La distribucién y proporcién de las fibras colagenas
difiere segun la region. Son escasas y dispuestas en forma irregular en la pulpa
coronaria. En la zona radicular adquieren una disposicion paralela y estan en
una mayor concentracién. La matriz extracelular pulpar difiere de la matriz
dentinaria porque contiene cantidades significativas de colageno tipos lll, VI'y
fibronectina. Se ha identificado ademas colagenos tipo IV y V en la matriz de la
pulpa. El colageno tipo IV esta formando parte de la membrana basal de los
vasos sanguineos Yy la variedad V refuerza las paredes vasculares [Yoshiba y
cols., 1996; Wang y cols., 2000].

Las fibras reticulares estan formadas por delgadas fibrillas de col?geno tipo il
asociadas a fibronectina. Estas fibras se disponen al azar en Je tejido pulpar
excepto a nivel de la regién odontoblastica donde se insintan entre las células
y constituyen el plexo de Von Korff. En este plexo las fibras reticulares son mas
gruesas y adoptan el aspe;:t; ae fioras en sgpagorghog. Actualmente, se
considera a estas fibras en espiral de la regiéon predentinaria compuestas por

colageno tipo VI, variedad del colageno que tiene funciones de sostén.

Las fibras elasticas en el tejido pulpar son muy escasas y estan localizadas
exclusivamente en las delgadas paredes de los vasos sanguiheos aferentes
siendo su principal componente la elastina. Asimismo se ha identificado la
presencia de fibrillas onduladas de oxitalan en la pulpa dental en desarrollo; se
las considera como fibras elasticas fnmaduras y de funcién aun no conocida
[Shuttleworth y cols., 1992].

13
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La sustancia fundamental o matriz extracelular amorfa estad constituida,
principalmente, por proteoglicanos y agua. Los proteoglicanos estan formados
por un nlcleo proteico y cadenas laterales de glicosaminosglicanos (GAG). En
la sustancia fundamental del tejido pulpar de dientes recién erupcionados
el GAG predominante es el dermatan sulfato. En cambio, en pulpas maduras el
acido hialurénico es el componente esencial y en menor proporcion se
encuentra el dermatan y el condroitin sulfato. El factor de crecimiento TGF-B

( estimula la sintesis de GAG sulfatados en las células de la pulpa dental
N\ (L\[Nishikawa y cols., 2000].
g

El acido hialurénico o hialuronan le confiere viscosidad y cohesion, por lo que el
conectivo es gelatinoso. Esta propiedad, mas el refuerzo fibrilar, es lo que
permite extirpar la pulpa sin que se rompa durante los tratamientos
endodénticos. Ademas este proteoglicano es el encargado de mantener la
fluidez, la permeabilidad de la sustancia fundamental y de regular el transporte.
de metabolitos e impedir la difusiéon de microorganismos [Linde, 1985].

La sustancia fundamental se comporta como un verdadero medio interno, a
través del cual las células reciben los nutrientes provenientes de la sangre
arterial; igualmente los productos de desecho son eliminados en él para ser
transportados hasta la circulacién eferente. Con la edad disminuye la actividad

funcional de la sustancia fundamental amorfa [Hillmann y Geurtsen, 1997].

Respecto a la vascularizacion del complejo dentino-pulpar, los vasos
sanguineos penetran en la pulpa acompaifiados de fibras nerviosas sensitivas y
auténomas y salen de ella a través del conducto o foramen apical. Debido al
reducido tamario de la pulpa, los vasos sanguineos son de pequefio calibre.
Los vasos penetrantes o arteriolas son los de mayor tamafio, tienen
aproximadamente 150 pm de diametro; realizan un recorrido casi rectilineo
hasta llegar a la region de la pulpa central y en su trayecto emiten pequefias
ramas colaterales. La pulpa frente a una agresion responde de forma bifasica,
es decir hay una vasoconstriccién inicial seguida de una vasodilatacion y se
aumenta la permeabilidad vascular [Lyroudia y cols., 1993; Ueki y cols., 1995].

14



Introducciéon

Esta permeabilidad estd mediada por neuropéptidos liberados por las fibras
aferentes lo que provoca un proceso inflamatorio con edema, calor, pérdida de

la funcion y dolor. .

La red capilar es muy extensa y se localiza en la zona basal u oligocelular de
Weil, su funcién consiste en nutrir a los odontoblastos formando el plexo
capilar subodontoblastico. Estos capilares tienen un didmetro de 7 a 10 ym. A
través de ellos la sangre llega a las vénulas, las cuales van confluyendo hasta
constituir las venas centrales. De este modo, se completa la circulacion
eferente que abandona el tejido pulpar a través del agujero apical en forma de
venas de didmetro pequefio con una capa muscular muy delgada y discontinua.
El nimero de fibras nerviosas que rodean las estructuras arteriales es muy
superior al que rodea a las estructuras venosas [Matthews y Andrew, 1995;
Rodriguez-Ponce y cols., 1995; Walton y Torabinejad, 1991].

La circulacion sanguinea de la pulpa es de tipo terminal, ya que entre los vasos
aferentes y los eferentes, de menor calibre, existen comunicaciones
alternativas como anastomosis arteriovenosas y veno-venosas que constituyen
la llamada microvascularizacion pulpar y cuya funcién es la de regular el flujo
sanguineo. Las investigaciones histofisiologicas demuestran que la vitalidad del
elemento dentario depende en mayor grado de su microcirculacién que de su
mecanismo sensitivo. Se considera que el flujo sanguineo pulpar es el mas
rapido del organismo, alcanzando una velocidad de 0,3 a 1 mm/seg en las
arteriolas, de 0,15 mm/seg en las vénulas y de 0,008 mm/seg en los capilares,
lo que provoca que la presion sanguinea pulpar sea una de las mas elevadas
en comparacion con otros tejidos organicos. Los trastomos del flujo vascular se
asocian con una alteracion de la sensibilidad, cuando aumenta el flujo en la
inflamaciéon disminuye el umbral de los nervios pulpares mas grandes
(fibras A), produciendo un aumento en la respuesta a los estimulos térmicos,
frio y calor. Por el contrario cuando el flujo disminuye, se suprime la actividad
de estas fibras, mas que las de tipo C, lo que produce cambios en las calidad

del dolor [Rodriguez-Ponce y cols., 1994].
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Actualmente una de las pruebas clinicas para verificar la “vitalidad pulpar” es la
medicion del flujo sanguineo pulpar o flu10metr|a ﬁon laser doppler Este test
basado en el movimiento de los eritrocitos en los capllares pulpares es la unica
prueba sustentada en el principio real de la vitalidad, dado que la misma
depende mas de la vascularizacion que de la inervacion [Ramsay y cols., 1991].

Generalmente se utiliza para evaluar la vitalidad pulpar en dientes jovenes
traumatizados, donde los otros métodos son imprecisos debido al poco
desarrollo del plexo nervioso de Raschkow, al no haberse completado el apice
radicular [Okamura y cols., 1995; Yoshida y Ohshima, 1996; Sasano y cols., 1989].

La circulacion linfatica de la pulpa corresponde a un sistema de tipo primitivo, si
se compara con la que poseen otras regiones del organismo. Los vasos
linfaticos se originan en la pulpa coronaria por medio de extremos ciegos, de
paredes muy delgadas, cerca de la zona oligocelular de- Weil y de la zona
odontoblastica. Con métodos especiales (linfografias) se ha evidenciado que
estos vasos abandonan la regién de la pulpa radicular conjuntamente. con los
nervios y los vasos sanguineos y salen por el agujero apical, para drenar en los
vasos linfaticos mayores del ligamento periodontal. Los vasos linfaticos
procedentes de los dientes anteriores drenan hacia los ganglios linfaticos
submentonianos, mientras que los linfaticos de los dientes posteriores lo hacen
en los ganglios linfaticos submandibulares y cervicales profundos [Matsumoto y
cols., 1997; Yousef, 1989].

En lo referente a la inervacion, el tejido pulpar se caracteriza por tener una
doble inervacion, sensitiva y autbnoma. La inervacion esta a cargo de fibras
nerviosas tipo A (mielinicas) y C (amielinicas) que llegan a la pulpa junto con
los vasos a través del foramen apical [Byers, 1984; Bender, 2000].

La inervacion autonoma esta constituida por fibras amielinicas tipo C
simpaticas de 0.2 a 1 um de diametro. Los axones amielinicos provienen del
ganglio cervical superior y llegan a la pulpa apical para dirigirse a la tanica
muscular de las arteriolas. Estas fibras son de conduccién lenta e intervienen
en el control del calibre arteriolar (funcion vasomotora).
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La inervacidon sensitiva esta constituida por fibras aferentes sensoriales del
trigémino (V par craneal); las fibras A son de conduccion rapida y responden a
estimulos hidrodinamicos, tactiles, osméticos -o:térmicos que transmiten la
sensacién de un dolor agudo y bien localizado. Estas fibras se distribuyen

fundamentalmente en la zona periférica de la pulpa [Lyroudia y cols., 1993].

Los nervios mielinicos en la pulpa coronana se ramlflcan con3|derablemente

de manera que el numero de flbras se cuadnpllca con respecto a Ia reglon

radicular. En la zona basal de Well dlchas ramlflcacwnes constltuyen eI plexo

nervioso subodontoblastlco de Raschkoll“v Algunas fibras del plexo penetran
hasta 200pm en la predentma 'y dgntlna junto con las prolongaciones
odontoblasticas. Las fibras nerviosas, al finalizar sobre los cuerpos de los
odontoblastos o sobre las prolongaciones de éstos en el interior de los tibulos
dentinarios, lo hacen en forma similar a una sinapsis. Estos contactos fibra
nerviesa/prolongacion odontoblastica actuarian como receptores sensoriales
aferentes jugando un papel fundamental en la sensibilidad dentinaria

[Johnsen, 1985; Holland, 1994].
1.1.4 - Fisiologia.

Siguiendo a Walton y Torabinejad (1991) se pueden definir las actividades

funcionales de la pulpa en cinco apartados:
a) Inductora. La produccion de la primera capa de predentina por los
odontoblastos induce la diferenciacion del epitelio del esmalte intemo en

ameloblastos y formacion de esmalte.

b) Formativa. Los odontoblastos mantienen la capacidad de producir dentina a

lo !a[gg,de:s&yi%La elaboracion de dentina es rapida en los estadios iniciales
de formacién dentaria pero se hace mas lenta cuando la pulpa madura y
envejece, incluso puede llegar a detenerse aunque los odontoblastos pueden
ser estimulados de nuevo para producir dentina.
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Dependiendo del momento en el que se produzca la dentina surgen los
diferentes tipos de la misma: primaria, secundaria o/adventicia y terciaria o
reparativa. Esta ultima variedad se elabora en respuesta a distintos estimulos
irritantes como por ejemplo biolégicos (caries), fisicos (calor, presion) o

quimicos (sustancias nocivas provenientes de algunos materiales dentales).

c) Nutritiva. La pulpa nutre la dentina a través de las prolongaciones
odontoblasticas y de los metabolitos que, provenientes del sistema vascular

pulpar, se difunden a través del fluido dentinario.

d) Defensiva o reparadora. El tejido pulpar tiene una notable capacidad
reparativa, formando dentina ante las agresiones. Las dos lineas de defensa
son la formacién dq/a;ﬁifﬁa' peritubulaf; con estrechamiento de los conductos,
para impedir la peh‘eTr;aén de rhibroorganismos hacia la pulpa, esclerosis

dentinaria que -representala primera-defensa pulpar frente: al avance de:una.

caries, y, en segundo lugar, la formacién de faentina tercianffa, reparativa o de
irritacion, dentina elaborada por los nuevos odontoblastos. que se originan de

las células ectomesenquimaticas o células madre de la pulpa.

e) Sensitiva. La pulpa, mediante los nervios sensitivos, responde ante los
diferentes estimulos o agresiones con dolor dentinario o pulpar. En la
sensibilidad de la pulpa y la dentina no interesa la naturaleza del agente
estimulante ya que la respuesta es siempre de tipo doloroso. El dolor dentinal
es agudo y de corta duracién, mientras que el dolor pulpar es sordo y pulsatil,

persistiendo durante cierto tiempo.

1.2.- REACCIONES DEFENSIVAS DEL COMPLEJO DENTINO PULPAR
1.2.1.- Dentina de tractos muertos.

Se trata de un depdsito en la dentina primaria. También llamada dentina

opaca, se suele producir como respuesta a un estimulo patolégico sobre todo

asociada a dentina expuesta por atricion.
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Cursa con desaparicion de los procesos odontoblasticos en los tubulos
dentinarios los cuales se quedan vacios y sellados en su extremo pulpar con un

material calcificado atubular.

1.2.2.- Neoformacion de dentina.

La dentina secundaria se produce como consecuencia de la estimulacion leve
por procesos fisioldgicos o patolégicos: masticacién, cambios térmicos,
estimulos quimicos y pequefios traumatismos. Se produce en capas con la
edad y en molares y premolares se deposita en los suelos y techos de las
camaras pulpares y en la zona cervical.

Se caracteriza por la formacion de una nueva dentina después de la formacién
del diente, con menos tdbulos y mas estrechos que en la dentina primaria, con
trayectos mas curvos y que terminan de manera brusca y bien marcada en la
unién con la dentina primaria, donde se crea una linea oscura limitante.

La dentina terciaria se produce ante estimulos patolégicos intensos como
caries, tallados dentinarios, recubrimientos pulpares, etc. A diferencia de la
dentina primaria y de la secundaria, la terciaria s6lo se coloca adyacente a la

zona afectada. La dentina terciaria tiene menos tubulos que la primaria, con
tfammares y tortuosos; en ocasiones se puede ver la ausencia de
tubulos e inclusiones celulares y vasculares, sobre todo cuando se ha formado
rapidamente. La formacion de dentina terciaria se busca intencionalmente en
los recubrimientos pulpares directos.

1.2.3.- Calcificaciones pulpares.
Los calculos pulpares o denticulos estan formados por la precipitacion de sales
minerales sobre un centro de matriz predominantemente colagena. Se

clasifican de acuerdo a su estructura en: verdaderos (poseen tubulos

dentinarios) y falsos (s6lo muestran capas concéntricas de tejido mineralizado).

19



Introduccion

Estos dltimos, que presentan formas irregulares, son los mas frecuentes y
pueden estar libres, adheridos a la pared dentinaria pulpar o pueden verse
englobados en la dentina cuando hay una produccién de dentina- secundaria
que los rodea.

Pueden ser calcificaciones Unicas o multiples e incluso fusionadas. Se
desconoce su etiologia aunque en la porcion mas apical de la pulpa se piensa
que puedan originarse a partir de células del epitelio odontogénico que se
hubiera separado. Cuando tienen cierto tamafio pueden observarse por medios
radiolégicos, de lo contrario sélo se visualizan en cortes histolégicos. Existen
también las llamadas calcificaciones difusas que, generalmente, tienen una
orientacién longitudinal, por lo que se les suele denominar como calcificaciones
lineales o agujas calcicas. Aparecen en especial en los conductos radiculares,
en una dispaosicion perivascular y se asocian a la atrofia o envejecimiento
pulpar.

Otra variedad consiste en la calcificacion de tejidos degenerados. Pueden ser
esféricas o lineales (en los conductos radiculares). Tiene una estructura en
capas de cebolla sobre un nucleo inicial que puede ser un trombo, una célula

-

necroética o un punto de degeneracmr@&llna.

Clinicamente los calculos pulpares constituyen un problema para el profesional
endodoncista, al realizar la apertura cameral o al instrumentar los conductos.

1.2.4.- Envejecimiento pulpar.

El tejido pulpar y la cavidad que lo aloja experimentan variaciones estructurales
y funcionales en relacion con la edad al igual que otros tejidos del organismo.
Estos cambios ocasionan una disminucidon en la capacidad de respuesta
biolégica y como consecuencia de ello, el tejido pulpar con la edad no responde
a los estimulos externos como lo hace una pulpa joven [Berastegui y cols., 1994].
Los principales cambios que tienen lugar en' el envejecimiento son los

siguientes: 2o e s W s
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Reduccién del volumen pulpar, al disminuir la camara y los conductos
radiculares, como consecuencia del depdsito continuo de dentina

secundaria.

Disminucion de la irrigacion e inervacion, como resultado de la reduccion
del volumen del 6rgano pulpar. Se han descrito obliteraciones de vasos

sanguineos en pulpas envejecidas.

Disminucién gradual de la poblacién celular del tejido conectivo pulpar,
desde la etapa adulta hasta la etapa senil. En esta ultima la densidad
celular queda reducida a la mitad, especialmente al perderse las células
inmaduras. El conocimiento de este dato biolégico es de gran importancia
clinica, pues la capacidad de defensa en una pulpa joven, es mayor al
contar con un numero mas elevado de elementos celulares indiferenciados,
capaces de neoformar odontoblastos frente a una determinada noxa. La
capacidad de autodefensa o la posibilidad de regeneraciéon del tejido,
depende, sin embargo, no sélo de la edad biolégica sino también del estado
general de salud del organismo y de la cuantia del dafio tisular.

Transformacion progresiva del tejido conectivo laxo de la pulpa, en tejido
conectivo semidenso. Ello se debe al aumento de fibras colagenas y a la

consiguiente disminucién de la sustancia fundamental amorfa.

Aparicion de centros irregulares de mineralizacién, especialmente en la
region de la pulpa central. Este fenémeno de calcificacion o litiasis, es
relativamente comun en la pulpa adulta y se incrementa con la edad o
frente a agentes irritantes. Sin embargo desde el punto de vista histoldgico
se han observado fenomenos de litiasis en pulpas jévenes.
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1.3.- PATOLOGIA PULPAR.

El tejido pulpar, cuya integridad es necesaria para mantener la del diente en su
conjunto, puede sufrir distintas alteraciones como consecuencia de agresiones

tanto exégenas como endégenas.

La pulpa como tejido conectivo que es, responde a la agresion
desencadenando una reaccion de tipo inflamatorio (pulpitis), cuya primera fase
consiste en una marcada dilatacién y congestion vascular (hiperemia). Esta
reaccion se produce, generalmente, como respuesta a factores locales como:
caries, traumatismos, agentes fisicos (térmicos) y quimicos (materiales
dentales) e infecciones propagadas desde los tejidos vecinos [Mandi, 1972]. Los
primeros cambios vasculares son reversibles si se elimina el agente causante.
El aumento de presién del tejido pulpar provocado por la presencia de un
edema subsiguiente a la hiperemia, y en una cavidad de paredes inextensibles
como la cavidad pulpar, presiona las terminaciones nerviosas y provoca, por lo
tanto, el dolor (odontalgia).

En la inflamaciéon estan comprometidos sus dos componentes esenciales: el
mecanismo microcirculatorio y el proceso nervioso sensorial. Clinicamente la
inflamacién produce dolor e histolégicamente hay una reaccion tisular, que se
caracteriza por la presencia (infiltrado) de leucocitos polimorfonucleares. En
este proceso participan los mastocitos que a su vez sintetizan histamina,
sustancia que provoca vasodilatacion de Ias arteriolas pulpares. La presencia
de otras sustancias (prostaglandinas, n/ uroqumas etc.) también favorecen en
forma indirecta la produccién del dolor, por la vasodilatacién y la produccion de
edema que ejercen presion sobre los tejidos circundantes. Si la presién se
mantiene puede conducir a la necrosis del tejido pulpar.

Cuando la pulpitis se desarrolla en una cavidad pulpar abierta, el tejido pulpar
esta en comunicacion con el medio bucal. Un ejemplo de ello es la denominada
pulpitis ulcerosa donde el tejido superficial se necrosa (muerte de las células y
acumulos de leucocitos a su alrededor).
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También puede ocurrir necrosis pulpar en una camara pulpar cerrada, como
consecuencia de un traumatismo, generalmente, frecuente en los dientes
anteriores maxilares.

Clinicamente existen varios tipos de dolor, segun que la lesién pulpar sea

reversible o irreversible.

El dolor de tipo agudo puede ser espontaneo o grave ante diversos estimulos
térmicos; estos sintomas son causados por una pulpitis irreversible. La
inflamacién aguda de la pulpa si se transforma en crénica posiblemente sea
asintomatica. A veces la inflamacién pasa de un estado de reposo crénico a
uno agudo, los signos y los sintomas presentes y pasados nos ayudan a
realizar un diagnéstico correcto. No obstante, debido a la poca correlacion que
existe entre los hallazgos histolégicos de enfermedad pulpar y los sintomas
clinicos, el diagnéstico de esta patologia pulpar se basa mas en los sintomas
del paciente y en las observaciones clinicas, que en la histopatologia.

La pulpa puede verse afectada también por causas generales o sistémicas que
alteran el tejido conectivo, como por ejemplo, deficiencia de vitaminas A y C,
hipo e hipertiroidismo y diabetes. En la pulpa de pacientes diabéticos se han
observado fenémenos degenerativos especialmente a nivel de los capilares
pulpares. La capacidad dentinogénica se encuentra asimismo disminuida en

estos pacientes.

Por ualtimo en relacién con las nuevas tendencias que propugna la ingenieria
tisular, se esta construyendo tejido pulpar in vitro para una futura utilizacion en
la terapia odontolégica. Para la construccion por ingenieria tisular de tejido
pulpar se utilizan cultivos de fibroblastos y de células madre pulpares que se
siembran sobre matrices de distinta naturaleza. Hasta el presente los mejores

resultados se han obtenido utilizando como matriz el acido poliglicélico [Gémez
de Ferraris y Campos, 2002; Bohl y cols., 1998].
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1.3.1.- Etiologia.

Como ya queda establecido, la irritacion y lesién de los tejidos pulpares y
periapicales dan como resultado invasion bacteriana e inflamacion. Los

principales irritantes pulpares son:

a) Microbianos. Es el principal irritante pulpar. La caries y la consiguiente
presencia de microorganismos del tipo de los cocos aerobios y anaerobios
facultativos [Pumarola, 1994] y de sus subproductos en la dentina hace que, a
través de los tibulos dentinarios, el tejido pulpar se infiltre localmente por
células inflamatorias crénicas como macrofagos, linfocitos y células
plasmaticas. Conforme la lesion cariosa avanza hacia la pulpa, la infiltracion se
hace mas densa y difusa. En el momento en el que se produce una exposicion
directa del tejido pulpar a una dentina con caries se produce una lesion aguda
con infiltrado sobre todo de leucocitos polimorfonucleares que forman una zona
de necrosis por licuefaccion en el sitio de la exposicion [Kakehashi y cols., 1965].

Todas estas modificaciones vasculares y celulares estan controladas por
terminaciones nerviosas y en gran parte por ciertos agentes quimicos
denominados mediadores de la inflamacién. Estos mediadores pueden ser
exégenos, como los provenientes de los productos bacterianos o endégenos
que pueden liberarse desde el plasma (sistema de quininas, complemento y
coagulacion), o bien liberarse desde los tejidos como las aminas vasoactivas
(histaminas procedentes de los mastocitos, basoéfilos y plaquetas), los lipidos
acidos (prostaglandinas), componentes lisosdmicos, o productos provenientes
de las células T (linfocinas). Los macréfagos polimorfonucleares neutréfilos y
los mediadores son los responsables fundamentales del cuadro macroscépico
que caracteriza a la inflamacion aguda [Llamas y cols., 1994].

b) Mecanicos. Los procedimentos operatorios como la preparaciéon de
cavidades, los tallados o los raspados radiculares causan algun dafo sobre los
procesos odontoblasticos que en la mayoria de los casos no tiene expresion
clinica alguna comenzando la regeneracion a partir de la tercera semana
[Serene, 1967; Raj y Sharawy, 1993].
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En cualquier caso, el dafio pulpar va a ser proporcional a la cantidad de
estructura dentaria removida y a su profundidad. Asi mismo, los procedimientos
operatorios sin una refrigeracion adecuada producen mayor dafio pulpar que

aquellos que se desarrollan bajo generoso enfriamiento con agua.

La lesién por traumatismo en los dientes con o sin fractura coronaria o radicular
pueden causar, también, dafio pulpar. La gravedad de la lesién y el grado de
aPertura apical son factores importantes en la recuperacion del tejido pulpar del
traumatismo fisico. Los dientes que reciben traumatismo minimo y los dientes
con apices inmaduros tienen mejor posibilidad de supervivencia pulpar que los
que han sufrido traumatismos fuertes o dientes con apices cerrados [Andreasen
y Andreasen, 1990; Love, 1996; Basrani y cols., 2001].

La aplicacién de fuerzas mas alla de la tolerancia fisiolégica del ligamento
periodontal durante el tratamiento ortodéncico puede resultar en la alteracion
del suministro sanguineo y nervioso a los tejidos pulpares. Valenzuela y cols.
(1999) realizaron un estudio experimental con ratas cuyos molares fueron
sometidos a fuerzas ortodéncicas exageradas comprobando el dafio pulpar
consiguiente: abundante hiperemia, edema intersticial, desorganizacion de la
capa odontoblastica, disminucién del grosor de predentina y aumento de las

fibras de colagena de tipo .

La irritacion mecanica de los tejidos periapicales por los instrumentos
endodoncicos puede ocurrir durante la preparacion del conducto radicular
debido a la determinacion inexacta de su longitud. Asi mismo, la falta de un
tope apical despues de la limpieza y conformacién radicular puede causar la
extrusién de los materiales de obturacion hacia estos tejidos provocando dafio

tanto fisico como quimico.
c) Quimicos. Las sustancias empleadas para intentar esterilizar la dentina en

las preparaciones cavitarias pueden causar inflamacién de la pulpa subyacente

debido a su citotoxicidad: nitrato de plata, fenol, eugenol.
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Asi mismo los agentes empleados para limpiar las cavidades como el alcohol,
el cloroformo o el peréxido de hidrégeno y varios acidos que se emplean en el
grabado dentinario pueden penetrar la dentina y causar inflamacién pulpar.

De igual modo las soluciones irrigadoras que se utilizan durante la limpieza y
conformaciéon de los conductos radiculares, medicamentos provisionales y
sustancias presentes en los materiales y cementos de obturacion de los
conductos radiculares pueden ser importantes irritantes de los tejidos
periapicales [Kim y Trowbridge, 1999; Gluskin y cols, 1999].

La lesion pulpar por cualquiera de los irritantes mencionados causa inflamacion
pulpar que sera proporcional a la intensidad y gravedad del tejido dafiado.
Dependiendo de la gravedad y duracién del dafio a la pulpa y de la capacidad
de reacciéon de la misma, la enfermedad pulpar variara entre una inflamacion
transitoria o pulpitis reversible a pulpitis irreversible que puede evolucionar
hacia necrosis pulpar. Esto por lo que respecta a una vision clinica, como ahora
desarrollaremos, pero lo cierto es que no existe una concordancia entre la
clinica y la anatomia patoldgica: si el proceso inicial inflamatorio (pulpitis)
agudo no cura, sino que persiste, la reacciéon adquiere caracter crénico,
caracterizado por un tejido de granulacién [Leonardo y Comelli, 1983], si bien
Seltzer y Bender (1987) consideran que en todo proceso pulpar agudo existe
una inflamacion crénica previa. Incluso en ocasiones dicha forma de respuesta
inflamatoria crénica coexiste con la aguda [Smulson y Sieraski, 1991].

Como ya queda dicho, debido a la poca correlacion que existe entre los
hallazgos histolégicos de la enfermedad pulpar y los sintomas clinicos, el
diagnéstico y también la clasificacion de la patologia pulpar se basan mas en
los sintomas del paciente y en las observaciones clinicas que en la
histopatologia.
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1.3.2.- Clasificacion de la patologia pulpar [Walton y Torabinejad, 1991].

Durante muchas décadas se ha clasificado la patologia pulpar siguiendo
criterios histopatolégicos que no siempre se pueden relacionar con la

sintomatologia derivada de la infeccién pulpar.

El diagnéstico clinico se fundamenta en la valoracién conjunta del analisis
etiopatogénico de la inflamacion pulpar, su sintomatologia y la observacion de

los signos clinicos asociados.

En la taxonomia clinica de la patologia pulpar se incluye la de los tejidos
blandos, como la pulpitis reversible e irreversible, pulpitis hiperplasica vy
necrosis. Las respuestas de los tejidos duros son calcificaciones, aumento en

la formacion de dentina y resorcion.

Los estimulos minimos y/o de corta duracién como caries incipiente, erosion
cervical, atricién, la mayor parte de los procedimientos operatorios, el curetaje
periodontal profundo y las fracturas del esmalte que resulten en la exposicion
de los tubulos dentinarios, son los irritantes que causan la pulpitis reversible.
Por lo general, la pulpitis reversible no se acompafia de sintomas agudos; sin
embargo, cuando estos estan presentes suelen presentar un patron particular.
La aplicacion de estimulos como liquidos o aire frios o calientes, pueden
producir un dolor transitorio y agudo. La remocién de estos estimulos, los
cuales bajo condiciones normales no producen dolor o incomodidad,
condicionan un inmediato alivio. Los estifhulos como frio y calor producen
diferentes respuestas de dolor en dientes normales [Bender, 1978]. Cuando el
calor se aplica a dientes normales, hay una respuesta inicial retardada y la
intensidad del dolor aumenta conforme lo hace la temperatura. En contraste, la
respuesta dolorosa al frio en dientes normales es inmediata y su intensidad
disminuye cuando el frio se mantiene. En base a estas observaciones, puede
suponerse que las respuestas pulpares en dientes saludables o con

enfermedad son debidas a cambios en las presiones intrapulpares, como ya lo
\v_“"—_"— — — e ————

atestiguaba Bender en 1978.
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La remocion de los irritantes pulpares y el sellado y aislamiento de la dentina
expuesta casi siempre disminuyen y abaten los sintomas. Sin embargo, si la
irritacion de los tejidos pulpares continla o aumenta en gravedad, la
inflamaciéon moderada o grave desarrollara pulpitis irreversible y eventualmente

necrosis pulpar.

Cuando se presenta pulpitis irreversible, por lo general es una secuela de la
pulpitis reversible. Ademas el dafio pulpar grave producido por remocién
dentinaria extensa durante procedimientos operatorios o un deterioro grave del
flujo sanguineo debido a un traumatismo o movimiento ortodéncico pueden
también ocasionarla. La pulpitis irreversible por lo general es asintomatica o el
paciente refiere solo sintomas leves. Sin embargo, esta pulpitis también puede
estar asociada con episodios intermitentes o continuos de dolor espontaneo
(sin ningun estimulo externo). El dolor puede ser agudo, constante, localizado o
difuso y puede durar pocos minutos o hasta horas. La localizacién del dolor
pulpar es mucho mas dificil que la del dolor periapical y llega a ser mas dificil
conforme el dolor se intensifica. La aplicacion de estimulos extemos como calor
o frio puede resultar en dolor prolongado. De acuerdo con esto, cuando el
paciente tiene un dolor significativo, las respuestas pulpares en dientes con
pulpitis irreversible difieren de aquellas en los dientes normales o en los dientes
con pulpitis reversible. Por ejemplo, la aplicaciéon de calor a dientes con pulpitis
irreversible causa una respuesta inmediata. También algunas veces, cuando se
aplica frio, la respuesta no desaparece, se prolonga. Otras veces la aplicacion
de frio en dientes con pulpitis irreversible y con vasos sanguineos que
responden puede causar vasoconstriccion y la disminucién de la presion pulpar
y, por lo tanto, alivio del dolor. Aunque se cree que los dientes con pulpitis
irreversible tienen umbrales dolorosos mas bajos frente a la estimulacion
e\léc}ripa, ya Mumford en 1967 encontrd similares resultados de percepcion

dolorosa en estos dientes cuando se comparaban con dientes normales.
Mientras la inflamacion se encuentre confinada dentro de los conductos

radiculares y no se haya extendido dentro de los tejidos periapicales, las

respuestas de los dientes seran dentro de los limites normales a las pruebas de

28



Introduccion

palpacién y percusion. La extension de la inflamacién pulpar al ligamento
periodontal causa sensibilidad a la percusién y una mejor localizacién del dolor
por parte del paciente. El tratamiento de conductos radiculares o la extraccion
es el tratamiento de eleccion para estos dientes con signos y sintomas de

pulpitis irreversible.

La pulpitis hiperplasica (pélipo pulpar), una forma de pulpitis irreversible, es
resultado del crecimiento de una pulpa joven crénicamente inflamada hacia las
superficies oclusales de las coronas cariadas. La amplia vascularidad del tejido
pulpar joven, la exposicién adecuada para drenaje y la proliferacion tisular,
estan relacionadas con la formacién de pulpitis hiperplasica. EI examen
histolégico muestra la presencia de epitelio en su superficie y un tejido
conectivo inflamado por debajo. Las células epiteliales se originan en restos
epiteliales de Malassez (de la vaina embrionaria de Hertwig) [Sharawy y Yceger,
1993; Skobe y cols., 1995]. La mayor parte de casos de pulpitis hiperplasica son
asintomaticos y se observan durante la exploracién clinica como un
sobrecrecimiento rojizo en forma de coliflor, de tejido conectivo dentro de las
coronas con lesiones cariosas. Ocasionalmente, pueden presentarse con
signos clinicos de pulpitis irreversible, como dolor espontaneo y continuo
después de la estimulacion con frio o calor.

La pulpa se encuentra encerrada en paredes rigidas, no tiene circulacion
sanguinea colateral y sus vénulas y vasos linfaticos se colapsan bajo la presion
tisular aumentada. Por lo tanto, la pulpitis irreversible lleva a la necros15 pulpar
por @acc} Si el exudado que se produce se absorbe o drena a través de
la caries dentro de la cavidad bucal, la necrosis pulpar se retarda y la pulpa
radicular puede mantenerse intacta mucho tiempo. En contraste, una pulpa
inflamada cerrada o sellada induce a la rapida y total necrosis pulpar y a la
enfermedad periapical [Walton y Garnick, 1986]. Ademas de la necrosis por
licuefaccién, la necrosis isquémica de la pulpa dental puede ocurrir como
resultado de una lesién traumatica y por la interrupcion del suministro

sanguineo.
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Los dientes con necrosis pulpar casi siempre son asintomaticos o pueden estar
asociados con episodios de dolor espontaneo o dolor a la presiéon. La
aplicacién de frio, calor o estimulacion eléctrica a dientes con pulpas necroticas

no produce respuesta.

Es posible encontrar varios grados de respuestas inflamatorias que van desde
pulpitis irreversible hasta necrosis en dientes multirradiculares, y puede causar
confusion cuando se les aplican pruebas para saber si responden. Mas auln, los
efectos de la necrosis pulpar raramente se limitan dentro del conducto
radicular. Como resultado de la difusion de las reacciones inflamatorias hacia
los tejidos periapicales, los dientes con pulpas necréticas muchas veces son
sensibles a la percusioén. El dolor a la palpacion es una indicacién adicional de
compromiso periapical. El tratamiento de conductos radiculares o la exodoncia

estan indicados en dientes con pulpas necroéticas.

Por ultimo hay que afiadir que, como resultado de la irritacion pulpar, pueden
presentarse los fenémenos de calcificacion y resorcién. La calcificacion, ya
presentada anteriormente, es la condicion patolégica que ocurre como
respuesta al traumatismo, caries dental o enfermedad periodontal o bien puede
responder a causas fisiologicas como la edad [Newton y Brown, 1999]. En la

llamada "rheiarhdﬁbsié céiaiéé,\aparece una extensa formacion de tejido
calcificado;t;féﬂl-aws paredes de la dentina, con frecuencia como respuesta a
una irritacion o dafo a los odontoblastos; conforme la irritacion aumenta, la
cantidad de calcificacién también puede aumentar y puede llegar a una parcial
o casi completa obliteracion radiografica (que no histolégica) de la camara
pulpar y de los conductos radiculares. Un cambio de color amarillento de la

corona es una manifestacion clinica de calcificacion pulpar extensa.

Por otra parte, la inflamaciéon de la pulpa en ocasiones puede iniciar la
resorcion interna de los tejidos duros adyacentes. El tejido pulpar se transforma
en tejido de granulacion altamente vascularizado y con actividad osteoclastica

de la dentina; este tejido de granulacién reabsorbe las paredes dentinarias del

conducto radicular y avanza del centro a la periferia.
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En la mayor parte de los casos la resorcion interna es asintomatica. Los casos
avanzados de resorcién interna que abarcan la camara pulpar, por lo general,

estan asociados con la aparicion de manchas de color rosa en la corona
[Tronstad, 1988; Trope y cols., 1999; Mifiana, 2003].

1.3.3.- Clasificacion de la patologia periapical.

A través de los foramenes apicales y accesorios la inflamacién e infeccion
pulpar acceden en mayor, 0 en menor tiempo 0 en mayor o menor cantidad, al
periodonto, concretamente a la zona periapical, siendo responsables de un
cuadro inflamatorio de esa zona [Pumarola, 1994]. A diferencia del tejido pulpar,
estas regiones periapicales aportan una casi ilimitada fuente de células
indiferenciadas que pueden participar en los procesos de inflamacién vy
reparaciéon. Cabe decir que el perapice es rico en irrigacion sanguinea colateral
y en drenaje linfatico. Estas caracteristicas permiten a los tejidos del periapice
contrarrestar los irritantes destructivos procedentes del conducto pulpar y la
inflamacién resultante, en forma de abceso periapical, quiste o granuloma.

El hallazgo de bacterias anaerobias en las lesiones periapicales es frecuente
[Nair y cols., 1990; Pumarola, 1994; Bruno y cols., 1999]. Estos gérmenes fuera del
conducto radicular son capaces de sobrevivir y mantener el proceso infeccioso
apical. A partir de los tejidos periapicales las bacterias pueden ubicarse en las
lagunas dentro del cemento, donde sobreviven y no pueden ser atacadas por
las células del sistema inmunitario. Ademas, las bacterias pueden ser
englobadas dentro de una membrana compuesta por polisacaridos producida
por su metabolismo. De este modo no sufren el atague de los antibiticos
suministrados por via oral o parenteral [Bruno y cols., 1999] En cuéldtﬁer caso,
si bien la enfermedad pulpo-peria|':'>‘i<':al es una enfermedad directamente
relacionada con la presencia de microorganismos en el sistema pulpar, no
parece bien definido si la presencia de bacterias fuera del conducto es la causa
o la consecuencia del fracaso del tratamiento de conductos
[Zabalegui y Garro, 1996; Stern y cols., 1990].
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Como ocurre con las enfermedades pulpares existe poca correlacién entre los
signos clinicos y sintomas y la duracion de la lesion y los estudios
histopatologicos. Estas lesiones periapicales de origen pulpar se clasifican en
base a los hallazgos clinicos e histolégicos:

1.-Periodontitis apical aguda. Causada por la salida al espacio periapical de
bacterias y sus toxinas, sustancias de las pulpas necréticas, sustancias
quimicas como los irrigantes o medicamentos desinfectantes de los conductos
radiculares asi como traumatismos ocasionados por los instrumentos durante la
fase de preparacion y conformacion radicular. Por lo tanto la pulpa puede estar

irreversiblemente inflamada o necroética.

Las caracteristicas clinicas de la periodontitis apical aguda van desde dolor
espontaneo ligero o grave asi como dolor al contacto con el diente opuesto.
Histolégicamente, aparece la presencia de leucocitos polimorfonucleares y
macréfagos dentro de un area localizada en el apice.
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2.-Periodontitis apical crénica. Es la consecuencia de la necrosis pulpar y por lo
general es una secuela de periodontitis apical aguda. Clinicamente es
asintomatico, o se presenta con una molestia minima; como la pulpa esta
necrética, los dientes con periodontitis apical crénica no responden a estimulos
eléctricos o térmicos. Histologicamente, los casos con periodontitis apical
crénica son clasificados como granulomas apicales o quistes. Un granuloma
periapical consiste en un tejido granulomatoso infiltrado por macréfagos,
histiocitos, linfocitos, células plasmaticas y algunas veces, linfocitos
polimorfonucleares. El quiste apical tiene una cavidad central llena de fluido
eosinofilico o material semisélido y estd rodeado por epitelio escamoso
estratificador aunque no por completo. El epitelio estd rodeado por tejido
conectivo que contiene todos los elementos celulares que se observan en un
granuloma periapical. Por tanto el quiste apical es una lesion inflamatoria o bien
un quiste dentro de un granuloma [Simon, 1980; Marton y Kiss, 2000].
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3.-Osteitis condensante. Es una variante de la periodontitis apical crénica y
representa un aumento difuso en el hueso trabecular como respuesta a un
iritante continuo. Dependiendo de la causa, necrosis pulpar o pulpitis, los
casos de osteitis condensante pueden ser asintomaticos o estar asociados con

dolor y molestias.

En la imagen radiolégica aparece la presencia de una imagen difusa y
concéntrica de radiopacidad alrededor de la raiz del diente. El estudio
histolégico muestra un incremento en la presencia de hueso trabecular con
distribucién irregular [Bender y Mori, 1985].

9 RRer T | T W { n~,'~“ ,".‘ % ‘
4.-Absceso apical agudo. Es una destrucciéon localizada de tejido y es una
respuesta inflamatoria intensa a irritantes microbianos y/o no microbianos
desde la pulpa necroética. La manifestacion clinica cursa con dolor, de agudo a
moderado, y/o aumento de volumen, a veces acompafado de manifestaciones
sistémicas de un proceso infeccioso, como aumento de la temperatura,
malestar general y leucocitosis. EI examen histolégico del absceso apical
agudo muestra una lesion localizada de necrosis destructiva por licuefaccion,
con infitrado de numerosos leucocitos polimorfonucleares desintegrados y
acumulacion de exudado purulento. Alrededor del absceso, se observa tejido
granulomatoso por lo que la lesion se podria definir como un absceso dentro de

un granuloma.

\
' |

5.-Absceso apical crénico. También llamado periodontitis apical supurativa,
aparece como consecuencia de una necrosis pulpar y suele estar asociado con
la periodontitis apical crénica que ha formado un absceso. El contenido de este
absceso drena al exterior en forma de fistula en la mucosa bucal, a través del
surco periodontal o, en ocasiones, llegando hasta la piel de la cara. Al haber
drenaje el absceso apical cronico es en general asintomatico; por lo demas las
caracteristicas clinicas y radiolégicas son similares a las de la periodontitis
apical crénica [Pumarola y Canalda, 2001].
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1.4.- TERAPEUTICA PULPAR.

1.4.1.- Proteccién pulpar.

La dentina es permeable en gran medida por sus tubulos. Cuando las bacterias
penetran la estructura dentaria como resultado de caries o restauraciones las
sustancias liberadas por ellas se difunden por los tibulos a lo largo de un
gradiente de concentracion [Brannstrém y cols.,, 1997]. Si las bacterias o los
productos bacterianos llegan a la pulpa producen una reaccién inflamatoria. Si
el proceso carioso es lento la dentina por debajo de la lesion cariosa con
frecuencia se torna esclerética, estado en el cual los tubulos se tapan con

depodsitos minerales [Geddes, 1999].

La permeabilidad de la dentina aumenta de modo exponencial con la mayor
profundidad en la cavidad. Esto ocurre debido a que el diametro y la densidad
(cantidad de tGbulos/unidad de area) de los tibulos aumentan méas cerca de la
pulpa. En consecuencia conforme la cavidad terapéutica o la lesion cariosa sea
mas profunda, mayor sera la superficie tubular en la cual pueden penetrar
sustancias en potencia tdxicas y difundirse hacia la pulpa.

Por tanto, no sélo la agresién bacteriana va a irritar el tejido pulpar a través de
los tubulos dentinarios sino las propias maniobras yatrogénicas: calor friccional,
limpieza y secado cavitarios, grabado dentinario con acido, cementos,
materiales restauradores, microfiltraciones, etc [Bergenholtz, 1991].

La proteccion pulpar consistirda en minimizar el dafio yatrogénico en las
cavidades con un buen sistema de refrigeracion, no desecando la dentina en
exceso y evitando el uso de materiales causticos para la limpieza de la cavidad;
al seleccionar un material restaurador habra que considerar sus propiedades
fisicas y quimicas, su coeficiente de expansion térmica, su moédulo de
elasticidad, su contraccién durante la polimerizacion y su adaptacion a la

estructura dentaria [Stanley,1994].
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La microfiltracion puede ser una amenaza mucho mayor a la pulpa que los
ingredientes téxicos de los materiales restauradores. El uso de barnices y
bases cavitarias, por ejemplo de ionémero de vidrio, en combinacién con la
mayor parte de los materiales de restauracion sellara en la medida de lo
posible las hendiduras existentes minimizando la microfiltracién, a la par que al
cubrir la dentina se intenta que selle los tubulos dentinarios. En igual medida el
uso de los adhesivos dentinarios contribuye de manera eficaz a este propésito
[Pameijer y Wendt, 1995].

Por ultimo la proteccién pulpar directa se establece cuando, por maniobras
iatrogénicas o traumaticas, la pulpa queda expuesta al exterior. En funcion de
la magnitud de la exposicién, del tiempo transcurrido y de la pericia del
profesional, la actuacion terapéutica varia, pero en la mayoria de los casos la
aplicacién directa de hidroxido de calcio favorece la regeneracién dentinaria
como se vera mas adelante.

1.4.2.- Tratamiento de conductos.

Se denomina tratamiento de conductos a toda una serie de maniobras
encaminadas a extirpar el tejido pulpar infectado, infartado y/o necrético a
través de una limpieza meticulosa del sistema de conductos radiculares y
posterior relleno tridimensional de los mismos. Ello permite al organismo la
reparacion de lesiones periapicales si las hubiere, al eliminar la causa que las
continuaba asi como incrementar la calidad de vida de las personas y de la
sociedad en general al poder tratar la patologia pulpar sin tener que sacrificar

los dientes [Walton y Torabinejad, 1991; Canalda y Brau, 2001; Grosso y Rodriguez-
Ponce, 2003].

Las fases de este tratamiento de conductos consisten en la apertura de la
cavidad pulpar, el acceso a la cAmara y la localizacién de los conductos; la
conductometria establece la longitud de los conductos y permite la limpieza y
conformacién tridimensional de los mismos. Esta limpieza y conformacioén se
lleva a cabo de manera mecanica manual principalmente con limas o con

técnicas de instrumentacion rotatoria continua.
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De una u otra manera, la instrumentacién de los conductos radiculares sélo
elimina parte de su contenido. Los instrumentos no pueden alcanzar las
multiples irregularidades de la anatomia interna radicular, lo que ha permitido
acufiar la expresion “sistema de conductos radiculares” para evidenciar su
complejidad. De ahi la importancia de la irrigacion, que de una manera quimica
contribuye a la limpieza y desinfeccion de las paredes de los conductos
laterales y accesorios. Nos detenemos a considerar algunos aspectos de estas
soluciones irrigantes capaces de destruir bacterias causantes de patologia
pulpar y periapical.

Los objetivos, pues, que tiene la irrigacién son la capacidad de disolucion de
los restos pulpares vitales o necréticos; la limpieza de las paredes de los
conductos para eliminar los residuos que las cubren y que taponan la entrada
de los tbulos dentinarios y de los conductos accesorios; la destruccion de las
bacterias y neutralizacién de sus productos y componentes antigénicos; servir
de lubricante a los instrumentos para facilitar su paso y su capacidad de corte.
Un objetivo complementario y no menos importante es prevenir el
oscurecimiento de la corona dental por la sangre y diversos productos que
puedan haber penetrado por los tibulos dentinarios de la camara pulpar.

Entre las propiedades deseables en una solucion irrigadora se pueden incluir

las siguientes:
« Capacidad para disolver los tejidos pulpares vitales y necréticos en la luz de
los conductos principales asi como en todos los recovecos del sistema de

conductos [Rosenfeld y cols., 1978].

- Baja tensién superficial para facilitar el flujo de la solucion y la humectancia
de las paredes de la dentina [Abou-Rass y Patonai, 1982].
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» Escasa toxicidad para los tejidos del periodonto (en contradiccion con la
capacidad de disolver tejidos pulpares). Si la soluciéon alcanza el periapice
puede interferir en los mecanismos inflamatorios implicados en la reparacion

posterior al tratamiento [Segura y cols., 1996].

* Capacidad para desinfectar la luz y las paredes de los conductos,
destruyendo las bacterias, sus componentes y cualquier sustancia de
naturaleza antigénica [Buttler y Crawford, 1982].

* Lubrificacién para facilitar el deslizamiento de los instrumentos y mejorar su
capacidad de corte [Yguel-Henry y cols., 1990].

» Capacidad para eliminar la capa residual de las paredes del conducto
instrumentadas [Ciucchi y cols., 1989].

No existe una solucién irrigadora ideal siendo una de las mas empleadas el
hipoclorito sédico. Se ha utilizado a concentraciones variables, desde 0,5 a
5,25%. A mayor concentracion, mejores son sus propiedades solventes y
antibacterianas, pero también se incrementa su efecto toxico si alcanza el
periapice [Pashley y cols., 1985; Jiménez y cols., 1997]. Como norma general, en
los casos de tratamientos de conductos con vitalidad pulpar se prefiere utilizar
soluciones de hipoclorito sédico al 1%. Cuando se trate de dientes infectados,
con necrosis pulpar, la concentracion debe ser al menos del 2,5%.
Concentraciones mas elevadas no han demostrado ser mas eficaces [Harrison y
cols., 1990].

Ademas del hipoclorito sédico, se utilizan también como soluciones irrigadoras
sustancias quelantes como el acido etilendiaminotetracético (EDTA) o el acido
cltrico, que sustraen iones de calcio de la dentina con lo que la reblandecen,
favoreciendo la limpieza de las paredes y la instrumentaciéon. Asi mismo se ha
empleado el peroxido de hidrégeno de 10 volumenes como irrigante y otros
oxidantes como el peréxido de urea o de carbamida.
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De igual manera se han utilizado detergentes (generalmente combinados con
otros preparados) como el laurildietilenglicol, el cloruro de benzalconio o el
amonio cuaternario, capaces de rebajar la tension superficial facilitando la
limpieza de las paredes. El(acetato de bis-decualinio &s un buen desinfectante,
con baja toxicidad, baja tension superficial y accién quelante, utilizado como
solucién irrigadora combinado con el hipoclorito sédico [Kaufman y Greenberg,
1986).

El gluconato de clorhexidina al 0,2% ha demostrado un buen efecto sobre
especies bacterianas anaerobias en el interior de los conductos radiculares,
siendo bien tolerado por el tejido conectivo periapical [Ohara y cols., 1993]. Sin
embargo para Vahdaty y cols. (1993) no existe una mayor -eficacia
antibacteriana irrigando con una solucién de gluconato de clorhexidina al 0,2%
que con una de hipoclorito sédico al 2%, siendo ésta mas eficaz para disolver
restos histicos. El agua de cal, la que queda sobrenadando cuando se prepara
hidroxido de calcio con agua destilada, esta indicada en el tratamiento de
dientes con pulpitis irreversible por presentar efecto antibacteriano, pH alcalino
y efecto hemostatico, siendo totalmente biocompatible con el tejido periodontal
[Leonardo, 1994].

La obturacion de los conductos radiculares constituye la dltima fase del
tratamiento de conductos radiculares. La finalidad basica de la obturacion
consiste en aislar por completo a los conductos radiculares del resto del
organismo para mantener los resultados de su preparacion. Dicha obturacion
se lleva a cabo mediante una serie de instrumentos y materiales. De estos
ultimos, la gutapercha es el principalmente usado para la obturacion de los
conductos radiculares. Se trata de un polimero organico natural. Las diferentes
formas estereoquimicas de la gutapercha le confieren propiedades distintas,
aunque su composicién quimica sea la misma [Marciano y cols., 1993]. De las
distintas formas existentes, en Endodoncia se utilizan laB y la a.
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Segun Goléi’erg (1982) si a la gutapercha a (estado natural de la misma) se la
somete a la temperatura de fusién, 65 °C, se transforma en una gutapercha
amorfa que, al ser enfriada a temperatura ambiente y de modo espontéaneo,
adapta la forma cristalina B. Por el contrario, si el enfriamiento se produce de

forma lenta, se produce una recristalizacién en la forma a.

Los preparados comerciales de gutapercha la presentan en combinacion con
otros productos, fundamentalmente con e{;_éi(?do de cinc;l presente en la
composicion de numerosos preparados ya qﬁé preéénfa un ligero efecto de
inhibicion microbiana, al mismo tiempo que un cierto efecto de proteccion
celular [Sunzel y cols., 1990]. Para mejorar sus propiedades fisicas se adicionan
ceras, resinas y sulfatos metalicos, que le confieren radioopacidad. Los
preparados de gutapercha B son mas viscosos, densos y sin adherencia a la
dentina, mientras que los dé gutapercha a se plastifican con mayor facilidad,
fluyendo mejor por los conductos radiculares y con cierto grado de adhesividad.
La presentacion mas comun de la gutapercha es en forma de puntas
estandarizadas con las mismas dimensiones que los instrumentos manuales,
desde el calibre 15 al 140 o bien puntas accesorias de mayor conicidad y cuyas
dimensiones no siguen la estandarizaciéon de los instrumentos aunque siguen
unas dimensiones normalizadas [Spanberg, 1999]. Asi mismo existen otro tipo
de presentaciones de la gutapercha plastificada mediante calor; por lo general,
la forma cristalina elegida en estos casos es la a. De esta manera y segun la
técnica que se vaya a emplear se puede encontrar gutapercha en pequeras
barras reblandecida en el interior de la propia pistola dispensadora, gutapercha
en canulas o contenida en jeringas que se dispondran en un calentador para
reblandecer el material. Otras técnicas emplean la gutapercha recubriendo un
vastago metalico o de plastico, siendo plastificada en aparatos eléctricos
[Schilder, 1967; Yee y cols., 1977; Johnson, 1978].

Existen, asi mismo, puntas de gutapercha que incluyen en su composicion el

hidroxido de calcio en vistas a ser usadas principalmente como medicacién

intraconducto.
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Berastegui (1998) comprobd que la concentracion media de iones de calcio
aumentaba con el calibre de las puntas de gutapercha mientras que
Economides y cols. (1999) determinaron el nivel de pH de las mismas hallando
que era significativamente inferior al conseguido mediante un preparado
acuoso de hidroxido de calcio. De igual manera se utilizan puntas de
gutapercha con clorhexidina aprovechando el potente efecto antiséptico de este
compuesto [Forner y cols., 2001].

Una propiedad importante de las puntas de gutapercha es su viscoelasticidad,
es decir, la capacidad de sufrir una deformacion plastica cuando son sometidas
a una fuerza de condensacién durante un periodo de tiempo breve. Ello facilita
su adaptacién a las paredes del conducto. Las puntas de gutapercha son, en
general, bien toleradas por los tejidos [Tavares y cols., 1994]. Si la punta se situa
accidentalmente mas alla del 4pice del diente, puede ser bien tolerada desde el
punto de vista de su composicion, pero produce una irritacion mecanica que
dificulta la repacion, quedando recubierta por tejido fibroso.

Se puede, pues, considerar que la gutapercha constituye el nucleo de la
obturacién mientras que el espacio dispuesto entre aquélla y las paredes del
conducto queda reservado para otros materiales de obturacién como son los
cementos selladores. El objetivo de los cementos va a ser, pues, sellar la
interfase entre el material ntcleo de la obturacion y las paredes dentinarias del
conducto radicular con el fin de conseguir una obturacién en las tres
dimensiones del espacio de forma hermética y estable [Canalda y Brau, 2001].
Existen una gran variedad de tipos de cementos que, en funcion de sus
utilidades y composicion, pueden estar basados en éxido de cinc y eugenol, en
resinas plasticas, en hidréxido de calcio, en ionémero de vidrio, en siliconas, en
resinas hidrofilicas o en modificaciones de la gutapercha. Entre las variables
para elegir el tipo de cemento adecuado podemos destacar la morfologia del

conducto, la técnica de obturacién que se va a emplear y el diagnéstico clinico.
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1.4.3.- Tratamiento farmacolégico.
1.4.3.1.- Epidemiologia de las infecciones orofaciales.

La historia de las enfermedades infecciosas en relaciéon a la cavidad bucal es
antigua. En el papiro de Ebers que data de 1550 a.C. se citan varias recetas
para tratar las patologias orales como flemones, abscesos,.... En China se
estudia la enfermedad periodontal en el “Hwang-Ti" escrito hacia el 2500 a.C..
En Grecia, Aristoteles, que era hijo de un profesional de la medicina, asoci6 la
caries dental con la ingesta de higos o frutos secos que al permanecer largo
tiempo sobre las superficies dentales, generaban un proceso de putrefaccion.
En Roma, Aulus Cornelius Celsus (25 a.C.-50 d.C.) cita enfermedades blandas
de la boca y sus remedios y sefiala que el aflojamiento de los dientes esta
causado por la debilidad de sus raices o por la flacidez de las encias,
recomendando la cauterizacion y el frotamiento de éstas con miel. Asi mismo,
Paolo de Egina describe el absceso de las encias y propugna que se liberen
para que puedan drenar. '

En el mundo arabe destaca la figura de Abulcasis que en su obra “Altasrif”
describe numerosas patologias bucales destacando las inflamaciones de las
encias. En 1677, Leeuwenhoek utiliza unas lentes de menos de 200 aumentos
y describe numerosas formas, cocos, bacilos, espirilos,.... que hasta ese
momento no habian sido descubiertas. En el siglo XVII Pierre Fauchard
recomienda el empleo de técnicas quirurgicas y medidas preventivas, tipos de
pastas dentales y colutorios para mantener la salud de la cavidad oral. En el
siglo XIX los descubrimientos de Louis Pasteur, Robert Koch y otros
investigadores, hicieron concebir un origen microbiano de todas las patologias
y tuvieron una decisiva y rapida influencia tanto cientifica como practica,
generando numerosas medidas preventivas, como las pasteurizaciones y

acomparandose de una verdadera doctrina sobre causalidad.
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Contemporaneo de estos investigadores fue John W. Riggs que elabor6é un
estudio general sobre la enfermedad periodontal y su tratamiento,
conociéndose durante mucho tiempo en los Estados Unidos de América a la
periodontitis o piorrea alveolar como enfermedad de Riggs. En ese siglo,
aparecen también articulos de Gariot, Maury, Fox, que postulaban la necesidad
de mejorar los cuidados de la cavidad bucal para evitar las enfermedades.
Black en 1898 llegé a investigar y describir la placa dental como esa masa
microbiana que recubria las lesiones cariosas, siendo complementados sus

estudios por autores como Gibbons y Baughart.

1.4.3.2.- Microbiologia de las infecciones orofaciales.

En el momento del nacimiento, la cavidad bucal es estéril pero al cabo de 6 a
10 horas se inicia progresivamente la colonizacion por gérmenes. Los
anaerobios se detectan a partir de los 10 dias en el nifio y cuando sus incisivos
han erupcionado es posible aislarlos en el 100% de los casos
[Goiriena y cols., 1996]. La boca posee condiciones ideales de temperatura
35-37 °C, humedad, Ph, nutrientes, oxigeno, para que se multipliquen los
microorganismos. Se calcula que en 1 ml. de saliva hay 40.000.000-
5.000.000.000.000 de gérmenes dependiendo del individuo, alimentacion,
edad, etc.

La microbiota humana esta constituida mayoritariamente por bacterias aunque
también pueden detectarse algunos hongos como Candida albicans y a veces
protozoos ligados a una falta de higiene como Trichomonas tenax y Entamoeba
gingivalis. Excepcionalmente pueden aislarse algunos virus que, de manera
general, tienen un asentamiento transitorio en la cavidad bucal, a la que utilizan
como simple paso para su localizacion en otros puntos de la economia del ser
humano [Liébana y Castillo, 1996]. Estos organismos se sitGan en los
denominados ecosistemas primarios bucales como son el dorso de la lengua y
el propio diente con las placas de superficies lisas, fosas y fisuras
[Rioboo, 1995].
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Asi mismo se consideran el surco gingival con las placas adheridas al diente,
flotante y adherida al epitelio, la mucosa bucal, la saliva y cualquier material

artificial biocompatible [Liébana y Castillo, 1996].

Todos ellos formando parte de microambientes especificos en pequefia escala
y en equilibrio perfecto. La presencia de mdltiples superficies, junto con el
enriquecimiento del medio por la ingesta periédica de alimentos proporciona el
nicho perfecto para el establecimiento de distintos tipos de microorganismos:
se han estimado hasta 1000 especies diferentes [Carasol y cols., 1998].

El sistema ecolégico bucal es como el de un cultivo continuo, las bacterias
penetran del ambiente exterior a la boca y alcanzan la saliva, pudiendo
adherirse a las superficies de la cavidad bucal o ser eliminados por la
deglucién. No obstante la mayor parte de las bacterias provienen de las
poblaciones microbianas que continuamente crecen en la superficie de los
tejidos de la boca. La flora normal de la boca esta compuesta al principio por
bacterias aerobias o anaerobias facultativas como Lactobacillus spp Yy
Estreptococos spp. Esta flora permanece en equilibrio gracias a una higiene
bucal adecuada y constante, pero en el momento en el que se reduce o
abandona dicha limpieza, la flora se desequilibra, los microorganismos crecen
mas rapidamente y aumenta el riesgo de la aparicién de enfermedad bucal
[Prieto y Guardiola, 1997]). Todos los ecosistemas orales presentan unas

caracteristicas especiales y comunes:
a) Variabilidad. Los microoganismos de los ecosistemas bucales varian de
una especie a otra y dentro de la misma especie, existe variacién de un

ecosistema a otro incluso dentro del mismo. conisToue-

b) Heterogenicidad. Como queda dicho, existe una gran cantidad de especies
distintas que pueden ser aisladas de los distintos ecosistemas bucales.

c) Cantidad. Como es relativamente facil la entrada de microorganismos en la
boca, el nimero de ellos alli presente es muy elevado.
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d) Especificidad. Condicionada por el pH, aireacion, capacidad de adherencia,
nutrientes disponibles, etc. que se presenten en los distintos ecosistemas.

e) Sucesion. Es el cambio de unos microorganismos por otros en respuesta a
modificaciones que afectan al ecosistema. Al unirse el primer grupo de
bacterias a la superficie dentaria comienzan a dividirse y formar agregados
caracteristicos. Sobre esta base de bacterias adheridas se fijan otra serie de
microorganismos potencialmente mas virulentos.

La mayor parte de las infecciones de la boca tienen su origen en los dientes y
sus estructuras de soporte (periodonto). Las bacterias pueden utilizar diversas
puertas de entrada hacia la cavidad pulpar. A través de los tibulos dentinarios
las bacterias avanzan mas por divisién que por desplazamiento auténomo; su
progresion puede facilitarse por la presion ejercida durante la insercion de
determinados  materiales de obturaciéon o con la utilizacion de materiales de
impresion. Este mecanismo de invasion es la causa mas frecuente de
afectacion pulpar [Haapasalo y @rstavik, 1987]. Asi mismo determinados
materiales de restauracion dental pueden facilitar, si no se utilizan
correctamente, la filtracién de bacterias a través de la interfase material-diente.
Hay que tener en cuenta también que el tejido conjuntivo pulpar tiene su
continuacion en el tejido conjuntivo periodontal a través del foramen apical
principal y por conductos laterales presentes a distintos niveles de la raiz. Esta
relacion anatémica entre la cavidad pulpar y el periapice permite el trasvase, en
ambos sentidos, de bacterias desde un espacio anatémico al otro. Asi, una
infeccion pulpar puede comportar una infeccién periodontal secundaria y una
infeccion de la pulpa puede tener su origen en una patologia periodontal
[Kipioti y cols., 1984; Kobayashi y cols., 1990].

De igual manera los traumatismos que afectan a esmalte y dentina en la

proximidad de la cavidad pulpar, exponen los tibulos dentinarios que pueden

ser una via de entrada de los microorganismos presentes en la cavidad bucal.
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En pacientes adultos y de edad avanzada que padezcan bruxismo es frecuente
observar, con el transcurso de los afios, una pérdida de esmalte y dentina en
las caras triturantes de los dientes, acercandose a distancias inferiores a 1mm
de la cavidad pulpar. Esta situacion patolégica facilita, también, la invasién

bacteriana de la pulpa.

Asi mismo grandes lesiones periapicales pueden llegar a dafar el paquete
vasculo-nervioso de un diente vecino y provocar la necrosis de la pulpa. Si bien
esta via es mas rara, deberia tenerse presente como explicaciéon a la pérdida
progresiva de la vitalidad pulpar de un diente adyacente a otro que presente
una. gran lesion periapical radiolicida. Algunas maniobras dentales
(exodoncias, procedimientos periodontales, sobreinstrumentacién de los
conductos radiculares,...) provocan bacteriemias transitorias de tal forma que
los microorganismos circulantes por via sanguinea pueden anidar en los tejidos
alterados y comenzar a multiplicarse. La anacoresis o infeccion por via
hematégena podria explicar por qué dientes necrosados asintomaticos y sin
ningun signo de inflamacion se infectan y, de repente, se convierten en dientes
sintomaticos.

Como queda dicho la invasion bacteriana del tejido conectivo pulpar vy,
posteriormente, de los tejidos periapicales es responsable de la aparicion de'un
cuadro inflamatorio. La gravedad de la infeccion microbiana de la pulpa y del
periapice depende de diversos factores: caracter de la invasién, microbiota,
numero de microorganismos, endotoxinas, exotoxinas, tiempo y capacidad del
huésped.

El nimero de bacterias que colonizan la pulpa o el periapice es directamente
proporcional a la magnitud de la puerta de entrada de las mismas. Cuanto mas
importante sea la invasion bacteriana, en poco intervalo de tiempo, mayor sera
la respuesta inflamatoria reactiva. Sin embargo, mas que el nimero tiene
mayor relevancia la capacidad que tengan las bacterias de multiplicarse.
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Este tipo de bacterias con elevada actividad metabdlica, liberan mayor
contingente de exotoxinas, exoenzimas y productos metabdlicos; es decir,
seran mas virulentas. En el proceso de colonizacién de la boca, uno de los
factores mas importantes para la patogenicidad de los microorganismos es su
capacidad de adherencia y potencia para evitar los factores defensivos del

hospedador: saliva, fluido gingival, masticacion, descamacion celular epitelial.

La adherencia implica que existan mecanismos fisico-quimicos especificos
que permitan a las bacterias reconocer determinados receptores moleculares
de la superficie dentaria. Se ha demostrado que estos microorganismos
poseen restos hidrofébicos en su superficie denominados /adhesinas, que
pueden dar lugar a dichas interacciones con las diversas superficies del
esmalte dental, pelicula adquirida o células epiteliales [Prieto y Guardiola, 1997].
Las bacterias que se fijan a éstas obtienen varias ventajas de estas
caracteristicas, pues consiguen nutrientes facilmente y si son anaerobios.
pueden aprovechar productos secundarios en los procesos de reduccion-
oxidacién. Con todo ello, las bacterias se reproducen en la cavidad bucal y
permiten el desarrollo de la llamada placa bacteriana, constituida por ellas y
sus productos metabdlicos extracelulares de polisacarido (glucocalix). La placa
bacteriana es el sillar de la mayoria de las infecciones bucales
[Prieto y Gomez-Lus, 1994].

La virulencia asociada a Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas
endodontalis y Prevotella intermedia deriva de sus endotoxinas, que se
comportan como factores determinantes del poder patégeno bacteriano [Andrés
y cols., 1996]. Son pobremente neutralizados por los anticuerpos y capaces de
desencadenar reacciones inmunitarias especificas e inespecificas con lo que
intervienen directamente en la patogenia pulpoperiapical. Las endotoxinas
bacterianas pueden penetrar en la dentina por difusién con o sin presion
hidrostatica, a través de la dentina [Michelich y cols., 1980; Nissan y cols., 1995].
La porcion mineral del hueso, muy similar a la de la dentina, es un potente
factor atrayente quimico para numerosas moléculas. Las endotoxinas son las
mayores moléculas liberadas en la muerte bacteriana, ya que tienen un

elevado peso molecular [Marks y Popoff, 1988].
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Las especies bacterianas de los géneros Prevotella y Porphyromonas, asi
como otras bacterias proteoliticas (Peptostreptococcus spp, Fusobacterium spp
y Enterococcus spp) son capaces de Iiberar»@ que ayudaran a la
desestructuracion de los tejidos pulpar y periapical y facilitar la progresion de la
invasién bacteriana. Estas enzimas son, sobre todo, la heparinasa, fibrinolisina
y colagenasas que destruyen las fibras de colageno del tejido conjuntivo. Otra
descompone el acido hialurénico principal componente de la sustancia
fundamental del mesénquima, facilitando la difusion de bacterias por los
espacios intercelulares. La coagulasa combinada del S. aureus que actua
favoreciendo la transformacion del fibrinégeno, presente a su alrededor, en
fibrina le permite recubrirse de ésta y, asi, impedir el reconocimiento de la
superficie por los fagocitos. De igual manera ADNsa, glucoronidasa y
condroitin sulfatasa son liberadas por algunas especies de estreptococos,
Prevotella, Porphyromonas, Propionobacterium y de Fusobacterium. Las -
lactamasas, producidas también por algunas cepas de P. intermedia, las hace

resistentes al tratamiento antibiético con las penicilinas y aminopenicilinas.

La degradacion de aminoacidos por mediacion de la accién de la
descarbolixasa, producida por Prevotella spp, Porphyromonas spp Yy
Fusobacterium spp, conducen a la formaciéon de amoniaco. Este metabolito es
téxico para los tejidos del hospedador, ademas de una fuente nitrogenada para
las bacterias de los géneros Streptococcus, Actinomyces, Leptotrichia y

Lactobacillus.

Gran parte de bacterias gramnegativas anaerobias, entre otras, producen

diéxido de carbono que es necesario para estimular el crecimiento de bacterias
‘ m. La accién del catabolismo del lactato por la accién de Veillonella
' ‘fonma‘géé hidrégeno necesario para especies bacterianas anaerobias, como

las pertenecientes a los géneros Fusobacterium, Eubacterium, Peptococcus,

Peptostreptococcus, Prevotella y Porphyromonas. Otros metabolitos utilizados

por los microorganismos son menadiona, formato, acetato, succinato y hemina.
N\
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Algunas bacterias gram negativas y gram positivas son capaces de secretar
unas proteinas solubles y difusibles de elevado peso molecular; estas
proteinas, conocidas como exotoxinas, tienen un efecto necrético directo sobre
los tejidos con las que contactan. Las exotoxinas tienen una accion especifica,
son termolabiles, sensibles a la accién de las enzimas proteoliticas, presentan
un poder inmunégeno elevado y se neutralizan por anticuerpos homélogos
[Garcia-Rodriguez, 1994].

Las exotoxinas tienen diversas caracteristicas distintivas que a veces se
solapan con algunas de las acciones de las endotoxinas y exoenzimas.
Algunas bacterias que se aislan en los conductos radiculares liberan
exotoxinas: Streptococcus pyogenes (estreptolisina),- Staphylococcus aureus
(toxina eritrogénica y alfa-toxina), Escherichia coli (enterotoxina) y Pseudomona
aureginosa (exotoxina A). El Actinobacillus actinomycetemcomitans, a pesar de
que es una bacteria periodontopatégena y no propia de los conductos
radiculares (pero que podria relacionarse con la enfermedad pulpoperiodontal),
produce una leucotoxina que destruye los leucocitos polimorfonucleares

sanguineos y del surco gingival [Giovanetti y cols., 1997].

Asi mismo es importante el tiempo en el que se instaura la infeccion. Cuando
las bacterias y sus productos metabdlicos estan presentes en bajas
concentraciones, las defensas celulares del organismo son suficientemente
eficaces para neutralizarlos, a pesar de que igualmente actuaran sobre los
tejidos. Pero esta accion adversa se instaura gradualmente y permite que se

active el sistema inmunitario especifico.

Por el contrario, cuando se producen gran cantidad de agentes irritantes, se
puede desviar el equilibrio entre el sistema defensivo del huésped y la agresion
bacteriana. El resultado de este desequilibrio es la aparicién de un cuadro
inflamatorio agudo. La evolucién e intensidad de la respuesta del huésped
depende, pues, de varios factores. El equilibrio entre elios favorece la
instauraciéon de cuadros clinicos de evolucién crénica asociados a

sintomatologia leve o ausente.
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El predominio de uno o mas factores implica la activacién rapida del sistema
inmunitario y, por lo tanto, aparecera un cuadro clinico agudo de sintomatologia

muy intensa.

A continuacién haremos un recorrido por la microbiologia que atafie al tejido
pulpar en sus diversas formas histopatolégicas que puede manifestar.

En los conductos radiculares de los dientes vitales ocurre que los productos
toxicos enzimaticos, metabdlicos y otros de origen bacteriano se diseminan por
el liquido dentinario y alcanzan la pulpa antes que los propios
microorganismos. La composiciéon y cantidad de estos ultimos en la cavidad
pulpar depende de si ésta se encuentra abierta o cerrada, de la localizacion
(coronaria o apical) y del tiempo; aunque también influyen determinantes
ecolégicos como las necesidades nutritivas, interacciones metabdlicas y el
factor de oxidorreduccién. La principal fuente energética de las bacterias en las
pulpitis son los fluidos histicos, residuos de la descomposicién pulpar y el
plasma, que varian en funcién del tiempo y de la progresion de la inflamacion

pulpar.

Cronolégicamente, las bacterias sacaroliticas de crecimiento rapido utilizan,
fundamentalmente, los gltcidos de origen sérico como elemento nutritivo méas
importante, liberando de su metabolismo acido lactico y formico. En estados
mas avanzados de la inflamacién pulpar (formas asintomaticas) la hidrdlisis
proteica posibilita el metabolismo de péptidos y aminoacidos por bacterias
anaerobias. Al agotarse los gltcidos séricos, la metabolizacién de aminoacidos
es la Unica fuente energética posible y es utilizada por bacterias anaerobias de
los géneros Pormphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Eubacterium y
Peptostreptococcus. La transformacion anaerobia de la microflora se establece
porque la destruccién del tejido conjuntivo por bacterias aerobias y anaerobias
facultativas da origen a nutrientes utilizados en el metabolismo de las bacterias
estrictamente anaerobias [Loesche, 1968] y, asi sucesivamente, otras bacterias
son capaces de aprovechar los matabolitos producidos por otras.
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En las camaras abiertas (pulpitis ulceradas) hay, aproximadamente, entre 25-
30% de anaerobios, 50% de estreptococos del grupo viridans y otras bacterias
con menor prevalencia: Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium spp,
Haemophilus parainfluenzae, Streptococcus mitis, Campylobacter rectus,
Capnocytophaga spp y Eikenella corrodens. También se aislan, aunque en
menor frecuencia, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Lactobacillus spp,
Bacillus spp, Candida albicans y Streptococcus pneumoniae. En las camaras
cerradas se invierte la proporcion entre anaerobios facultativos y anaerobios
estrictos, predominando un 70-80% de los Ultimos. Entre éstos cabe destacar
Veillonella parvula, Prevotella spp, Peptostreptococcus spp, Porphyromonas
spp, Fusobacterium spp y Eubacterium spp [Brown y Rudolph, 1957; Leavitt y
cols., 1957; Sciaki y Sultzeanu, 1961; Sultzeanu y cols., 1964].

La microbiologia de los conductos radiculares en las necrosis pulpares tiene
una serie de elementos propios. La mayoria de habitats de microorganismos
anaerobios tienen baja tensiéon de oxigeno y potencial de oxidorreduccion
disminuido. Como resultado de la actividad metabdlica de los microorganismos
que consumen oxigeno, el microclima se transforma progresivamente en
anaerobio. La mayor parte de las necrosis pulpares obedecen a infecciones
polimicrobianas y mixtas que incluyen aerobios estrictos, anaerobios
facultativos o microaerofilicos como microorganismos concomitantes. Estos
dltimos y los aerobios estrictos, disminuyen la tensién de oxigeno y el potencial
de oxidorreduccion en los tejidos. De este modo, proporcionan las condiciones
favorables para que se desarrollen las bacterias estrictamente anaerobias.

En los conductos necrosados se aislan un promedio de seis especies
bacterianas, aunque en una infeccién aguda pueden aislarse de doce a quince
especies. A pesar de que se han realizado pocas determinaciones cuantitativas
de la cantidad de bacterias presentes en un conducto radicular infectado, se
estima que pueden alcanzar cifras comprendidas entre los 102 y 10® bacterias

por miligramo de contenido radicular [Kantz, 1974; Zavistoski y cols., 1980].
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Al igual que el grado de destruccion histica condiciona la prevalencia de mayor
o menor porcentaje de bacterias anaerobias en el interior del conducto, las
caracteristicas clinicas de la corona de los: dientes necrosados también
contribuye a ello. En dientes con amplias comunicaciones entre la cavidad oral
y el conducto radicular suelen presentarse entre el 60 y el 70% de bacterias
estrictamente anaerobias, mientras que en dientes cerrados se alcanzan
resultados cercanos al 95%. Frabicius y cols. en 1982 observaron que la

- —

proporcion de anaerobios estrictos se mcrementa con el tiempa. Aislaron de un

50 a un 55% de anaerobios a los 3 dlas y el 85% a los 70 dias; porcentaje que
aumentaba hasta un 95 y 98% a los 6 meses y 3 afios, respectivamente. Las
condiciones biolégicas locales del conducto radicular condicionan la presencia
o ausencia de elementos nutricionales (presentes en los fluidos histicos o en
los componentes celulares del tejido conjuntivo pulpar en vias de
degeneracion), necesarios para el crecimiento y desarrollo bacteriano.

Los estudios de wacerca de la localizacion de las bacterias en la
cavidad pulpar, mediante microscopia electronica, han permitido observar que
la mayoria colonizan la luz del conducto. Se agrupan sobre el tejido pulpar
necrosado, en la trama de fibras y restos histicos. Asi mismo, pueden adherirse
en la dentina radicular. Cocos y bacilos constituyen pequefios nichos
ecolégicos que pueden constituirse en la fina trama de conductillos del tercio
apical. Igualmente, y dependiendo de su tamarfio, pueden penetrar por los
tabulos dentinarios [Love, 1996; Sen y cols., 1995]. Se ha demostrado como el
Streptococcus gordonﬂ_dede invédir la dentina radicular en profundidad,
alcanzando los 200 um en los tercios cervical y medio y los 60 um en el tercio

apical [Love, 1996].

Los estreptococos viridans, las especies de los géneros Peptostreptococcus,
Fusobacterium, Prevotella y Porphyromonas representan el grupo de
microorganismos mas ampliamente aislados en los conductos infectados. En
las necrosis pulpares también se aisla Mitsoukella dentalis asi como Veillonella
parvula, Actinomyces spp y Lactobacillus spp.
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Habitualmente las bacterias aisladas de los conductos infectados no son

6viles, aunque se han descrito Campylobacter rectus, Eikenella corrodens y
éapno/cytophaga spp que se localizan en el tercio apical del conducto. En el
interior de los conductos raramente se hallan espiroquetas, probablemente
porque son dificiles de cultivar. De igual manera, el hallazgo de bacterias
gatégenas minfrecuenggsr en la cavidad oral como Staphylococcus aureus,
né\uh'iécbco,xBxécillus spp, Mycobacterium spp, enterobacterias, Nocardia spp 0
Neisseria spp entre otras, puede explicarse como un defecto en la técnica de
toma de muestras [Pumarola y Canalda, 2001].

En la microbiologia de los conductos radiculares en los abscesos apicales
agudos, se establece un desequilibrio entre los microorganismos y las defensas
del huésped, a favor de los primeros. Los leucocitos polimorfonucleares son los
principales elementos defensivos involucrados en la respuesta a la agresion del
periapice. La formacién de metabolitos de oxigeno (superdxido y acido
hipocloroso), junto a las enzimas lisosomicas de los leucocitos
polimorfonucleares favorecen la formacién de pus. La evolucion rapida, a
menudo en horas, del absceso cursa con un dolor muy intenso, tumefaccion

periapical y/o celulitis.

Cerca del 100% de los cultivos son positivos y el 70% de ellos indican
infecciones polimicrobianas y mixtas que contienen 3 o 4 especies de bacterias
diferentes. §gn@ist y cols. (1989), aislaron bacterias gram negativas
anaerobias pigmenta/c]as en un 72% de los abscesos. Relacioné la apariciéon de
abscesos de instauracion rapida y aguda con la presencia de Porphyromonas
gingivalis, mientras que Porphyromonas endodontalis y Prevotella intermedia
tenian mas relevancia con la formacién de abscesos localizados asociados a
una sintomatologia mas atenuada. La Prevotella intermedia es la bacteria
gramnegativa anaerobia pigmentada mas comunmente aislada en las
infecciones de origen endodéncico [Van Winkelhoff y cols., 1988]. Sin embargo, a
partir de 1992 se crey6 que muchas de las infecciones causadas por esta
especie bacteriana se debian a otra especie bioquimicamente similar.
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Sah y Gharbia (1992) propusieron reclasificar esta especie en dos: Prevotella
intermedia y Prevotella nigrescens. Bae y cols. (1997), comprobaron que
P. Nigrescens es la bacteria pigmentada mas frecuente en las infecciones de
origen pulpar y no P. Intermedia. Para Brook y cols. (1981 y 1991) y Lewis y
cols. (1986), las bacterias mas prevalentes en los abscesos pertenecen a los
géneros Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium y Peptostreptococcus (Ps.
anaerobius, Ps. micros, Ps. Prevotii y Ps. magnus). A pesar de que se crea que
los anaerobios estrictos son los microorganismos esenciales para iniciar una
afeccioén periapical, el segundo grupo mas frecuentemente hallado es el de los
éé?épbébédg i;iﬁdﬁst. Asi lo corroboraron Brauner y Conrads (1 _95_{5) quienes

identificaron, cbﬁfméyor frecuencia, las bacterias P. intermedia, Bifidobacterium
spp, Streptococcus sanguis y Streptococcus milleri, en periodontitis apicales
sintomaticas.

Las lesiones agudas son la consecuencia de un sinfin de asociaciones
sinérgicas y antagonicas entre diversas especies bacterianas. Los anaerobios
son predominantes (70-90%) y los mas frecuentemente aislados son
Fusobacterium spp, bacilos pigmentados y Peptostreptococcus spp, que
representan mas del 30% de esta poblacion bacteriana, a pesar de que no se
puede concebir una infeccion periapical monomicrobiana sino polimicrobiana.
Dahle y cols. (1993), identificaron eépirdque@ (género Treponema) en un 10%
de las muestras obtenidas de ede;dos purulentos en los abscesos apicales
agudos, mientras que se hallaron presentes en el 30-58% de los abcesos
peridontales [Trope y cols., 1984 y 1992]. La intensa actividad proteolitica de las
espiroquetas, se caracteriza por la capacidad de penetrar tejidos y llevar sus
enzimas, productos metabdlicos y endotoxinas en contacto directo con las

células diana, activando el sistema inmunitario.

En la microbiologia de los conductos radiculares en las periodontitis apicales
asintomaticas, se ha intentado determinar la presencia de bacterias en los
tejidos periapicales. Las bacterias de los conductos radiculares con afectacion
periapical se encuentran aisladas del granuloma por la intensa presencia de

leucocitos o de células epiteliales.
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Sin embargo, trabajos de Wayman y cols. (1992) y de Yamasaki y cals. (1992)
han demostrado la presenéia de bacterias en el seno del tejido inﬂa@gﬂo
periapical. Las bacterias aisladas se hallan también en el interior del conducto.
Iwu y cols. (1990) obtuvieron el 88% de los cultivos positivos. Aislaron 47
especies bacterianas distintas de las que el 55% correspondieron a anaerobios
facultativos y el 21% a anaerobios estrictos. El 68% de bacterias que aislaron
Baumgartner y Falkler (1991), en los ultimos 5 mm apicales de los conductos
con lesiones periapicales, fueron anaerobias estrictas. En 1971 y 1975,
Tronstad y Langeland y Haugen y Mjor, respectivamente, sefialaron que la
distancia entre la linea cementodentinaria y la cavidad pulpar no protege
totalmente a la pulpa de los microorganismos de tal forma que periodontitis
destructivas pueden responsabilizarse de la contaminacion posterior de las
pulpas de los dientes involucrados. En consecuencia, en las resorciones
radiculares externas, que pueden aparecer en dientes con enfermedad
periodontal [Harvey y Zander, 1959], asi como la - presencia- de conductos
laterales, pueden ser una puerta de entrada de bacterias procedentes de las

bolsas periodontales.
La composicién microbiolégica en el interior del conducto parece ser
cuantitativamente menor y cualitativamente mas reducida, limitada a menos
especies, que en las bolsas periodontales. Ademas, los microorganismos
dominantes en las lesiones periodontales pierden relevancia en la microbiota

intraconducto.

Los cocos y bacilos son los morfotipos bacterianos mas abundantes en los
conductos radiculares, mientras que las espiroquetas no se aislan
habitualmente. Las especies mas frecuentemente aisladas corresponden a
cocos gram positivos, incluyendo Peptostreptococcus spp y Streptococcus spp
o bacilos gram positivos como Actinomyces propionicus y Rothia dentocariosa
y bacilos gram negativos como Porphyromonas gingivalis y Campylobacter spp.
En las bolsas periodontales abundan las espiroquetas, los bacilos vy
microorganismos méviles, no hallandose correlacion con determinadas

especies aisladas de los conductos radiculares.
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Existen, de igual manera, una serie de interrelaciones microbianas en las
infecciones polimicrobianas y mixtas de los conductos radiculares, con
constantes intercambios metabdlicos entre las distintas especies microbianas.
Esta dependencia nutricional establece unas asociaciones fuertemente
positivas o negativas, como indicé Sundqvist en 1992. Segin este autor, el
Fusobacterium  nucleatum  promueve asociaciones positivas con
Peptostreptococcus micros, Selenomona sputigena, Campylobacter rectus y
Porphyromona endodontalis. La Prevotella intermedia es afin a
Peptostreptococcus micros, Peptostreptococcus anaerobius y Eubacterium spp;
mientras que la Porphyromona endodontalis inhibe el crecimiento de la
Prevotella intermedia. Estas asociaciones vienen reguladas, en parte, por la
capacidad de algunas bacterias de Iibera@;@m capaces de
inhibir el crecimiento de determinados microorganismos. Los estreptococos

tienehﬂlé capacidad de inhibir, in vitro, muchas bacterias anaerobias. Esta
inhibicion esta mediada por la formacion de peréxido de hidrégeno
[Sundqvist, 1992].

El fendmeno de coagregacion también influye en la capacidad asociativa de las
bacterias. Se han definido varios pares de coagregaciones bacterianas.
Fusobacterium nucleatum muestra una fuerte tendencia a unirse por
coagregacion a una gran diversidad de bacterias de la cavidad oral, entre otras
al Peptostreptococcus micros y al Campylobacter rectus [Kolenbrander, 1989].

Se sospecha que determinadas asociaciones bacterianas estan relacionadas
con una semiologia especifica. Gomes y cols. (1996) asociaron el dolor con las
siguientes combinaciones bacterianas: Peptostreptococcus spp/ Prevotella spp,
Peptostreptococcus spp/ Prevotella melaninogenica y Peptostreptococcus
micros/ Prevotella melaninogenica; el flemén con Peptostreptococcus micros/
Peptostreptococcus spp y los conductos con exudados abundantes con
Prevotella spp/ Eubacterium spp 'y Peptostreptococcus spp/ Eubacterium spp.
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Por ultimo, haremos mencién a la microbiologia en los fracasos endodoncicos
de tal manera que la persistencia, multiplicacion y migracién de bacterias desde
el interior de los conductos hacia los tejidos peripapicales es una de las
‘principales causas de fracaso endodéncico. La incompleta desinfeccion
quimico-mecanica de los conductos mantiene una capa residual infectada que
potencia la capacidad de los microorganismos en progresar hacia el interior de
los tabulos dentinarios intrarradiculares, actuando como reservorio de
microorganismos [Ando y Hoshino, 1990]. Es una cuestion de tiempo que esas
bacterias alcancen el periapice, en donde se manifestara el fracaso. En las
periodontitis apicales refractarias al tratamiento, Nair y cols. (1990), Kiryu y
cols. (1994) y Lomgali y cols. (1996), identificaron acumulaciones bacterianas
en areas lagunares en el cemento radicular del apice como uno de los motivos

que entorpecen la curacion periapical.

Las nuevas técnicas de toma de muestras, cultivos e identificacién de
anaerobios, complementado con andlisis histoquimicos y su observacién con
microscopia electronica han permitido asociar la especie Actinomyces israelii
como una de las dos especies bacterianas que han' sido aisladas con
frecuencia en los tejidos periapicales de casos que no responden al tratamiento
convencional de los conductos radiculares [Happonen y cols., 1985; Happonen,
1986; O'Grady y Reade, 1988; Figueres y Douglas, 1991]. Los ultimos estudios de
Abou-Rass y Bogen (1998), corroboraron los hallazgos identificando al género
Actinomyces con una prevalencia del 31,8% seguidos en orden decreciente por
Propionobacterium (22,7%), Streptococcus (18,2%) y Staphylococcus (13,6%);
mientras que tan sélo identificaron un 4,6% de cocos gram negativos entéricos.
Reader y cols. (1994), describieron casos refractarios al tratamiento causados
por Staphylococcus aureus. Las bacterias gram positivas Propionobacterium y
Actinomyces israelii, presentes con frecuencia en la dentina infectada y en el
cemento perirradicular pueden causar lesiones actinomicéticas persistentes y
rebeldes al retratamiento [Sundqvist y Reuterving, 1980; Figueres y Douglas, 1991],
que se caracterizan por supuracion, abscesos, formacion de fistulas y una

amplia rarefaccién 6sea perirradicular.
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La especie Propionobacterium propionicus puede producir lesiones
clinicamente indistinguibles de aquellas causadas por Actinomyces israelii y se
han asociado repetidamente con fracasos endodéncicos acompafiados con

lesiones periapicales asintomaticas [Sjogren y cols., 1988].

La segunda especie bacteriana mas comunmente aislada en los fracasos
endodoncicos con imagen periapical es el Enterococcus faecalis (32%)
[Molander y cols., 1998], bacteria grampositiva anaerobia facultativa, mientras
que en los conductos infectados no tratados y en los fracasos sin imagen
periapical se hallan en muy poca relevancia [Sundqvist, 1992]. Las bacterias
anaerobias facultativas son mas predominantes que las anaerobias estrictas y

menos susceptibles a la terapéutica antimicrobiana que estas ultimas, por lo

que se debe esperar su mayor persistencia después de procedimientos
terapéuticos inadecuados [Gomes y cols., 1996].

Las levaduras también se asocian con periodontitis apicales refractarias al
tratamiento. Waltimo y cols. (1997) identificaron levaduras en un 7% de las
muestras obtenidas de conductos infectados con periodontitis apical
persistente. Aisalaron los géneros Candida (mas prevalente) y Geotrichum (G.
Candidum). C. Albicans fue la especie mas frecuentemente aislada, aunque
también identificaron C. Galabrata, C. Guilliermondiiy C. Inconspicua.

1.4.3.3.-Antinflamatorios no esteroideos (AINE).

Clinicamente desde Celso se ha considerado la inflamacion como un proceso
que cursa con una serie de signos y sintomas: rubor, calor, dolor, tumor e
impotencia funcional. También podemos definir la inflamacion como una
respuesta normal y protectora del tejido lesionado por un agente traumatico,
quimico o microbiano, y corresponde al esfuerzo del organismo para establecer
el estado de reparacion tisular.
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Los farmacos con accién analgésica se agrupan en dos grandes familias: los
analgésicos opioides, cuyo prototipo seria la morfina y los denominados
analgésicos no opioides que a su vez se subdividen en analgésicos con accién
antiinflamatoria (también denominados antiinflamatorios no esteroideos: AINE)
y analgésicos antitérmicos que diferenciamos de los anteriores por su escasa o

nula actividad antiinflamatoria (p.ej. paracetamol).

Los analgésicos no opioides comparten los mismos mecanismos de accion
pese a diferenciarse en algunas de sus acciones farmacolégicas. De modo
escueto diremos que el principal mecanismo de accién de estas sustancias es
la inhibicién del enzima ciclooxigenasa lo cual conlleva a que disminuya la
fiebre, se alivie el dolor y la inflamacion y se altere la capacidad de agregacion

de las plaquetas.

El uso de analgésicos y antinflamatorios no esteroideos es practica comun en
la patologia pulpo-periapical. La mayor parte de los procesos irritativos que
involucran al tejido pulpar cursan con dolor moderado o severo. Pueden
utilizarse como tratamiento paliativo en la hiperalgesia pulpar o bien
combinados con tratamiento de conductos y/o antibiéticos.

Los derivados del acido salicilico como el acido acetilsalicilico (AAS) y el
acetilsalicilato de lisina poseen notables acciones antitérmicas, analgesicas,
antiagregante de plaquetas y a dosis elevadas, (por lo menos 5 gramos diarios
de AAS), antiinflamatorias. Esta bien establecida la posibilidad de que el AAS,
sobre todo a dosis antiinflamatorias, contribuye a la produccion de ulcera
gastroduodenales y de complicaciones hemorragicas gastrointestinales altas
asi como la aparicion del sindrome de Reye en nifios y adolescentes.

Debido a los efectos indeseables de las pirazolidindionas (agranulocitosis,
anemia aplasica, alteraciones digestivas) que se han atribuido a estos
compuestos sus indicaciones se han visto restringidas a casos concretos de

artritis reumatoide, espondilitis y otros procesos inflamatorios severos.
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Solo siguen utilizandose con cierta frecuencia la fenilbutazona, propifenazona y
sulfinpirazona.

. )o/—fr'f on

De los derivados del acido acético q§§§§panﬁ§ a la indometacina, ketorolaco,
tolmetina, aceclofenaco. El diclofenacé es un potente analgésico Yy
antiinflamatorio y es uno de los AINE mas utilizado en nuestro pais. A dosis de
hasta 200mg se dispensa como especialidad farmacéutica publicitaria para
dolores agudos de diferentes etiologias. Sin embargo no esta desprovisto de

efectos indeseables sobre a nivel de aparato digestivo.

En cuanto a los derivados del Acido propidnico destacamos los siguientes:
ibuprofeno, ketoprofeno, dexketoprofeno y naproxeno. La dosis diaria por via
oral de ibuprofeno es de 800mg. También producen los trastornos
gastrointestinales caracteristicos de los AINE aunque con menor incidencia. Al
inhibir la agregacién plaquetaria y aumentar por tanto el tiempo de sangria no
debe utilizarse en pacientes con problemas de coagulacion.

De los derivados del acido antianilico y del acido nicotinico se encuentran: el
4cido niflimico (dosis diaria por via oral de 750mg), el acido meclofenamico, el
clonixinato de lisina, la isonixina y el momiflumato. No presentan ventajas
claras sobre otro grupo de AINE y en cambio sus efectos indeseables son
nc/>t_a\bles y frecuentes (25% de los pacientes) sobre el aparato digestivo,

(dispepsia)ydiarreas asi como alteraciones de la funcion plaquetaria.

e \)«’89)\%\:\»\» xy 4 “ et e AL Card e en \'.N,'_r =
Los principales componentes de los derivados del oxicam disponibles en
nuestro pais son piroxicam, tenoxicam y meloxicam. La dosis oral de piroxicam
es de 20 mg en una sola toma; en ocasiones puede bastar una dosis de 10mg
o tener que aumentar hasta 30mg aunque también aumentara el riesgo de

efectos indeseables. Los mas descritos son los de localizacién gastrointestinal.
Del grupo de los analgésicos antitérmicos distinguimos a los paraaminofenoles,

derivados de la anilina. El que mas se utiliza es el paracetamol o acetaminofeno

Es un buen analgésico-antitérmico, pero no posee actividad antiinflamatoria.
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Es un farmaco bien tolerado que a dosis habituales no origina efectos
indeseables de consideracion; sin embargo no siempre se es consciente de
que la sobredosis aguda (15 gramos en el adulto, no muy dificil de alcanzar)
ocasiona lesiones hepaticas potencialmente mortales. Cabe mencionar
también la aceptable posibilidad de asociacion del paracetamol con un opiaceo

menor (codeina) para incrementar la analgesia.

De las pirazolonas, el metamizol es un potente analgésico que ademas
produce un ligero efecto espasmolitico sobre la fibra muscular lisa, lo que lo
hace Util para dolores de tipo célico. También posee una potente accion
antitérmica. Tiene escasos efectos sobre la mucosa gastrica y sobre la
agregacion de las plaquetas. La propifenazona se utiliza sobre todo en nifios
por via rectal. Entre los efectos indeseables destacan la agranulocitosis que
aunque la incidencia real es baja, el riesgo relativo es superior al de otros
analgésicos. La accion sobre la mucosa gastrica es escasa si se compara con
la de otros AINE, pero si la dosis es alta (por la ingesta por via oral de ampollas
con 2 gramos) llega a producir lesiones gastricas.

Por ultimo diremos que los glucocorticoides por via sistémica tienen pocas
indicaciones puesto que la mayoria de las inflamaciones en este campo ceden
con la administracién de antiinflamatorios no esteroideos. No obstante, hay que
tenerlos en cuenta en casos de inflamaciones graves en las que se considera
necesaria su administracién. Por el contrario, estos farmacos son muy
utilizados por via tdpica en casos de inflamacién no infecciosa, por ejemplo en
casos de aftas o bien introducidos en forma de pomada en el interior del canal

radicular.
1.4.3.4.- Hidréxido de calcio.
A partir de la combustién del carbonato calcico se obtiene 6xido de calcio y

anhidrido carboénico. Al combinar la primera sustancia con agua se obtiene
hidréxido calcico.
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Es éste un compuesto inestable susceptible de combinarse con el anhidrido
carbénico del aire, transformandose de nuevo en carbonato calcico. El
hidréxido de calcio se utiliza mezclado con diversos vehiculos (agua, solucién
salina, glicerina, aceites...) y por su elevado pH de alrededor de 12,5 a estas
combinaciones se les han denominado pastas alcalinas utilizandose
principalmente en el tratamiento de conductos radiculares como medicacion
temporal intraconducto [Azabal y cols., 1993; Canalda y Brau, 2001].

El mecanismo de accién de las pastas de hidréxido de calcio no es totalmente
conocido. Con todo, se basa principalmente en su disociacién en iones de
calcio e@m que aumentan el pH ambiental en los tejidos vitales, con
un efecto aémaaén del crecimiento bacteriano y una accion que favorece los
procesos de reparacion histica. Para I@?i\tak‘é@ y cols. (1995), ademas del
motivo mencionado el afecto antibacterién&'pﬁéde deberse a la absorcién del

R R —
ledeo de carbono) necesario para el desarrollo de muchas especies

bacterianas capnoflllcas, por parte del hidréxido de calcio. Este ultimo también
altera las propiedades de los lipopolisacaridos presentes en la pared celular de
muchas bacterias anaerobias que actuan como mediadores de la inflamacion

e Y
[Safavi y Nichols, 1994]. El hidréxido de calcio thidroliza la fraccuon |lpldla’e los
lipopolisacaridos, favoreciendo la destruccion bacteriana [Safavi y Nichols, 1993].

Bystréom y cols. (1985) comprobaron in vivo un mayor efecto de inhibicion
microbiana con hidréxido de calcio. Sjégren y cols. (1991) y @rstavik y cols.
(1991) comprobaron que el periodo dc; {émpo necesario para que ;e;—eflcaz
una medicacién intraconducto de hidréxido de calcio es de una semana.
Periodos de tiempo inferiores son insuficientes [Estrela y cols.,, 1998]. La
medlca0|on mtraconducto con una pasta de hidroxido de calcio favorece la
dlSOlUCIon de los restos de tejldo pulpar en condiciones de anaerobiosis [Yang y
cols., 1995]. Si se efectua el tratamiento en dos sesiones, al finalizar la primera
se aplica una medicacién con hidréxido de calcio. En la segunda, al volver a

irrigar con una solucién de hipoclorito sédico, la capacidad de limpieza sobre
los restos pulpares se incrementa, siendo mayor que cuando se efectia en una

unlca sesion [Wadachi y cols., 1998].
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La limpieza del conducto obtenida mediante una medicaciéon de hidroxido de
calcio seguida de una irrigacion con hipoclorito sédico al 0,5% es tan efectiva
como cuando se utiliza una concentracion superior, al 5,25% [Turkun y Cengiz,
1997].

Como se dijo en su momento, la obtencién de un sellado hermético del sistema
de conductos radiculares, en las tres dimensiones del espacio, es uno de los
objetivos de la obturacion. Porkaew y cols. (1990) comprobaron
experimentalmente que el empleo de una medicacion temporal con una pasta

de hidréoxido de calcio en solucién acuosa, me|orgb el sellado aplggl

conseguido en la postenc&bturacwn de Eg_ ggr_\c_iuctos respecto al grupo
cm usoﬁédEEESHf De igual manera, la medicacién
temporal con una pasta de hidroxido calcico se ha venido utilizando en el
interior de los conductos radiculares con la intencion de favorecer la aposicion
de tejidos calcificados que obliteren el orificio apical, especialmente cuando el
apice esta incompletamente formado [Frank, 1966; Cvek, 1972], para favorecer
la reparacion periapical en los casos de periodontitis con osteolisis notable
[Canalda,1990; Leonardo y cols., 1994], o posibles lesiones quisticas

[Freeman y cols., 1995] y para prevenir la resorcion inflamatoria radicular
[Cvek, 1973].

No se sabe a ciencia cierta el mecanismo por el que el hidréxido de calcio
favorece la reparacion histica y la aposicion de tejidos calcificados. Existe, es
cierto, un efecto de inhibicion microbiana imprescindible para conseguir una
reparacion en los tejidos dafiados. Sustancias con un elevado pH como el
hidréxido de bario (12,6) colocadas como medicacién intraconducto, pero sin
iones de calcio, no han mostrado un efecto favorecedor de la reparacion apical.
Compuestos con estos mismos iones pero con un pH inferior, tampoco lo
muestran [Smith y cols.,, 1984]. Se piensa que la conjuncién de un pH alto,
provocado por la liberacién de iones hidroxilo, juntb con la presencia de iones
de calcio, crea un ambiente favorable para conseguir la reparacion apical y

periapical.

62



Introduccién

Kardos y cols. (1998) creen que los iones de calcio pueden interaccionar con
aniones tales como las fosfatasas, ocasionando diversos efectos favorables a
la reparacién, como la produccién de energia por fosforilacion oxidativa.

Es posible, asn_mlsmo que exista un efecto mdnrecto el hidréxido de calcio
dlwucmon de prostaglancm@g en cultivos de monocitos
estimulados por lipopolisacaridos. De este modo favoreceria la reparacion
histica, ‘mas que estlmulando Ia osteogene3|s y la cementogénesis, inhibiendo

la IISIS osea 1y cementana medlada por las prostaglandlnas [Seguray cols., 1996].

La medicacién con hidréxido de calcio en el interior de los conductos
radiculares de dientes infectados es una terapéutica que ha dado buenos
resultados, especialmente en los casos de periodontitis apicales
[Souza y cols., 1989]. En dientes con esa patologia, al predominar las bacterias
anaerobias estrictas, una medicacién con hidréxido de calcio durante una o dos
semanas ha demostrado ser eficaz. Sin embargo en los fracasos endodonmcos

predominan_las z_ana_eroblas facultatlvas especialmente el Enterococcus
faecalis, el cual es bastante res;steﬁtéﬂa esta medicaciéon. Algunos
investigadores encontraron que esta bacteria no era destruida por el hidréxido
de calcio en un periodo de diez dias [Haapasalo y @rstavik, 1987; @rstavik y
Haapasalo, 1990]. Para evitar las resistencias mencionadas, varios autores han
propuesto combinar una soluciéon acuosa, o con glicerina, de hidroxido de

calcio con una moderada proporcion de paramonoclorofenol alcanforado,

habiéndose obtenido buenos resultados (con estas mezclas
|

[Leonardo y cols., 1993; Siqueira y De Uzeda, 1998].
Ak ARG
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1.4.3.5.- Antibioterapia.

Uno de los motivos de la aparicién alarmante de resistencias microbianas a los
antibiéticos es su uso indebido. Los antibiéticos pueden emplearse con efectos
curativos o terapéuticos o con una finalidad preventiva o de cobertura. El uso
indiscriminado o inadecuado de antibiéticos con caracter profilactico promueve
la formacion de cepas multirresistentes [Piédrola y Castillo, 1995].
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El primer paso que conviene seguir para prevenir la apariciéon de resistencias
bacterianas es administrar antibioterapia cuando su indicacion sea
imprescindible, para obtener un efecto curativo o bien para evitar el
recrudecimiento de una infeccion crénica e inactiva [Maggiore y cols., 1994;
Alexander, 1997].

Debido al caracter polimicrobiano de las infecciones pulpar y periapical, esta
mas indicada la prescripcion de antibiéticos de amplio espectro, salvo en
aquellos casos refractarios al tratamiento que no respondan a la terapéutica
empirica convencional. En estos casos podria estar indicada la obtencién de
una toma de muestras, identificacion microbiana y realizacién de antibiograma
con el objetivo de ser mas selectivos sobre el microorganismo causante del

Q

cuadro clinico [Barnett y cols., 1988; Garcia, 1994].

i/< o ik " * Wf'r?,l.»f;" NNy CANT { ' f
La orientacion antibiética depende también de- si el proceso infeccioso se
localiza en la pulpa, en las mucosas o en el periodonto. No obstante, antes de
elegir la antibioterapia mas adecuada es imprescindible realizar una exhaustiva
historia médica del paciente que permita determinar alguna contraindicacién o

interaccion medicamentosa que obligue a replantear la orientacién terapéutica.

En la administracion de un antibiético se intentan alcanzar niveles terapéuticos
eficaces sin causar perjuicio en el huésped. El pico sérico obtenido de la
concentracion de un antibiético determinado frente a una especie bacteriana
especifica ha de ser tres o cuatro veces superior a su concentracion minima
inhibitoria [Pallach, 1994]. Dosis inferiores seran insuficientes para obtener un
resultado terapéutico eficaz con el riesgo de enmascarar la sintomatologia
clinica infecciosa al disminuir en apariencia el contingente microbiano y de
favorecer la recurrencia del cuadro clinico, mientras que si administramos dosis
superiores podriamos causar efectos “iatrogénicos sobre el huésped sin
conseguir ninguna mejora en el resultado tefapéutico. De igual manera es muy
importante conocer la farmacocinética de los antibidticos que se prescriben
para poder variar la dosis y el intervalo de tiempo, seguin sean las necesidades

del paciente o la posible toxicidad del antibiético [Peterson, 1987; Slots, 2000].
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Debido a la gran cantidad de procesos infecciosos que afloran en la patologia
oral, los antimicrobianos han sido analizados en diversos ensayos y estudios
clinicos tratando de determinar diferentes aspectos clinicos, terapéuticos,
posolégicos, o bien comparando las diferentes concentraciones tisulares,
dependiendo de la capacidad de fijacion del farmaco.

La aparicidbn de nuevos antibioticos de uso ya habitual en la terapéutica

odontoldgica general y endodéncica (pulpar y periapical) en concreto, asi como
...... Lotk

necesidad de un”uso racional de estos farmacos y el desarrollo de lineas de

investigacion que contribuya/ﬁ a ello. La claritromicina, un nuevo macrélido de

reciente aparicion, es el antibidtico utilizado para nuestro estudio.

La utilizacion de antibiéticos en la terapéutica de conductos se suele limitar
esencialmente a la prevencion de la extension local y las consecuencias de la
diseminacién hematdégena que en determinadas circunstancias podemos
producir durante la instrumentacion biomecanica de los conductos radiculares
si bien es rara la presencia de infecciones graves, ya que la terapéutica
endoddncica enfatiza la importancia de la instrumentacion y la reduccion o
eliminacién de los microorganismos. Desde un punto de vista farmacolégico
cabe resaltar que en las infecciones odontogénicas se ha descrito la presencia
de una flora polimicrobiana con anaerobios obligados [Borovio, 1994; Pumarola
1996; Cafada y cols., 1996]. Ello implica que el espectro microbiano de las
infecciones bucales es relativamente restringido en cuanto a las especies
bacterianas detectadas [Bascones y cols., 1996; Herrera y cols., 1996 y 2000].
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Conforme lo establecido con anterioridad en el ambito de las infecciones de
conductos radiculares las' bacterias predominantes las podemos agrupar a

modo de resumen en:

% Anaerobios obligados:
Cocos Gram-positivos: G.Peptococcus y G.Peptostreptococcus.
Cocos Gram-negativos: G. Veillonella.
Bacilos Gram-positivos : G.Eubacterium, G. Bifidobacterium.
Bacilos Gram-negativos: G.Porphyromonas, G.Prevotella,
G. Bacteroides, G. Fusobacterium, & Actinomyceés)

°,
x4

» Anaerobios Facultativos:
Cocos Gram-positivos: G. Streptococcus
Bacilos Gram-negativos: G. Eikenella.

Un espectro restringido implica también que de los cientos de antibiéticos
disponibles, sélo unos pocos bastan para las necesidades derivadas de las
infecciones bacterianas en odontologia. De manera escueta se puede
concretar en [Morcillo, 1997]:

< Primera linea, B-Lactamicos: Penicilinas Gy V
Amoxicilina
Amoxiclina y acido clavulanico

< Alternativas: Macrolidos: eritromicina, claritromicina
Nitroimidazoles: metronidazol
Lincosamidas: clindamicina
Tetraciclinas: doxiciclina

4 Uso ocasional: Aminoglucésidos, Vancomicina, Cotrimoxazol.
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Cabe decir que ningun antibiético es eficaz contra todas las cepas de
patégenos implicados en la patologia endodéncica. No obstante el mas
satisfactorio es la penicilina, efectiva contra los microorganismos mas
implicados en la patologia pulpar (cocos gram positivos). Ademas es bien
tolerada, tiene poca toxicidad y con accién bactericida ya que bloquean los
procesos de sintesis y reparacién de la pared bacteriana unicamente existente
en las células procariotas. Por ello se entiende el papel preponderante de la
penicilina G o penicilina natural en casos de infecciones graves [Contreras y
Torres, 2000].

Aunque por razones practicas, la penicilina G tiene un uso exclusivo por via
parenteral, se prescriben otras penicilinas de amplio espectro y de cémoda
administracion por via oral. La mas utilizada es la amoxicilina que alcanza el
pico plasmatico a las 2 horas de su absorcién. Tiene una posologia aceptable
para el paciente (adultos: 500-1000mg /8h. y en nifios: 25-100mg /6-8h.) y una
tolerancia excelente. También se utiliza en la profilaxis antibiética en pacientes
de riesgo como se vera mas adelante [Ehrenfeld y Hagenmaier, 1996; Bascones y
cols., 1997;].

Podemos decir que éste es el farmaco de primera eleccién en infecciones de
origen odontogénico si bien es cierto que la aparicion de infecciones orales y
odontogénicas en las que participan cepas resistentes productoras de B-
lactamasas ha demostrado la eficacia alcanzable con la administracién de
amoxicilina asociada al acido clavulanico. Este, como inhibidor enzimatico,
hace asequibles a la amoxicilina a los gérmenes productores de B-lactamasas.
No obstante el uso y abuso de las penicilinas promueve la aparicién de cepas
bacterianas productoras de B-lactamasas por parte de algunas especies de
Bacteroides, Prgygtella, Fusobacitﬂlm_ﬁnucleatum) y Estreptococos viridans _

[Greenberg y cols., 1979; Heimdahl y cols., 1980 y 1981], lo que convierte a las
penicilinas en un antibiético inefectivo frente a estos organismos resistentes a

la penicilina.
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La combinacion de amoxicilina o ampicilina con inhibidores de las B-lactamasas
(amoxicilina / acido clavulanico y ampicilina / sulbactam) ha permitido ampliar
su espectro de accion a todas aquellas cepas bacterianas productoras de -
lactamasas, que en el caso de Staphylococcus aureus representan el
mecanismo del 80% de las resistencias desarrolladas [Hull y cols, 1989;
Bascones y Manso, 1993].

Cuando un paciente ha demostrado su intolerancia a las penicilinas (entre un
0.7 a un 10% de la poblacién manifiesta reacciones adversas sobre todo de
tipo alérgico), hay que plantearse una quimioterapia alternativa.

La eritromicina es el macrélido de referencia. Su espectro antibacteriano
coincide aproximadamente con el de las penicilinas Gy V por lo que no puede
ser considerado un antibidtico de amplio espectro. Su vida media es corta con
lo que se traduce en un intervalo de dosificacion entorno a las 6 horas (adultos:
250-500mg /6h y en nifios: 7.5-12.5m,g/ 6h). Un antibiético macrélido también
utilizado en el tratamiento de las infecciones odontogénicas es la espiramicina

y su derivado la acetilespiramicina.

Los nuevos antibiéticos macrélidos han buscado ampliar el espectro hacia
gram negativos, aumentar la vida media y por tanto alargar el intervalo entre
dosis, mejorar la biodisponibilidad por via oral y disminuir la intolerancia
digestiva. Algunos de estos aspectos han sido favorablemente alcanzados por
claritromicina, objeto de nuestro estudio (vida media tres veces superior a
eritromicina) y con azitromicina (vida media de 8 a 16 veces superior a la
eritromicina). Ademas ambos antibiéticos son mas estables en medio acido que

la eritromicina y son mejor tolerados.

El mas utilizado de los nitroimidazoles en la clinica odontolégica es el
metronidazol. Es un antibiético de origen sintético y de accién bactericida que
desnaturaliza el ADN bacteriano. En su uso en el tratamiento de infecciones
odontogénicas debe tenerse en cuenta que, aunque activo frente a bacilos
gram negativos y espiroquetas, solo es moderadamente activo frente a cocos

anaerobios y no es activo frente a aerobios.
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La dosificacion recomendada en adultos varia entre 250-500mg /8h. El
metronidazol es tambien utilizado en asociaciéon con B-lactamicos (amoxicilina)

o macroélidos (espiramicina) [Bascones y Manso, 1993].

En la actualidad el uso de lincosamidas estd virtualmente limitado a la
clindamicina. Al igual que los macrélidos son eminentemente bacteriostaticos
aunque a elevadas concentraciones pueden ser bactericidas. Es muy activo
frente a los anaerobios de la cavidad bucal y con muy buena difusién por el
hueso, ya que alcanza unos niveles mas altos que los valores de la
concentracién minima inhibitoria para la mayoria de las bacterias sensibles.
Esta caracteristica la convierte en una buena opcion terapéutica en las
osteomielitis e infecciones periapicales agudas. No obstante, es un antibiético
en el que se ha tener presente el riesgo implicito de inducir colitis
seudomembranosa [Gill y Pallasch, 1981]. Su mecanismo de accién es comun al
de aquéllos: actian inhibiendo la sintesis proteica bacteriana, al unirse a la
fraccion 50S ribosémica. Ahora bien, sélo una molécula del macrélido o de la
lincosamida puede estar unida a la misma subunidad 50S ribosémica, lo que
contraindica su asociaciéon ya que compiten entre si por un mismo punto de

fijacion.

La clindamicina tiene una probada efectividad contra anaerobios y una gran
capacidad de penetracion en estructuras 6seas. Es activo por via oral (adultos:
150-450mg /6h. y nifios: 2-5mg/Kg /6h) siendo sus principales efectos adversos
la posible aparicién de hipersensibilidad y de diarreas. Conviene mantener este
antibiético, dada su eficacia, en una posicion de reserva para infecciones
odontogénicas graves, evitando en lo posible su uso indiscriminado en casos
triviales [Suarez y Pose, 1996].

Las tetraciclinas son los antibiéticos clasicos de amplio espectro. Las
tetraciclinas se utilizan en el tratamiento de la periodontitis juvenil localizada y
en casos de osteitis alveolar. Salvo éstas u otras indicaciones en las que
puedan tener un papel preferente, las tetraciclinas pueden también ser una
segunda alternativa al uso de penicilinas [Moreno, 1994].
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Cuando deben utilizarse se prefiere doxiciclina, o minociclina, por su mejor
perfil farmacocinético que permite intervalos de dosificacién de 12 a 24 horas.
La doxiciclina tiene un amplio espectro de accion frente a bacterias gram
positivas aerobias y anaerobias, asi como frente a anaerobios gram negativos.
Por otro lado se han descrito resistencias plasmaticas en bacterias gram

positivas y gram negativas [Chow y cols., 1978; Fiehn y Westergaard, 1990].

La endocarditis bacteriana es una enfermedad rara, grave y en ocasiones fatal
producida por una bacteriemia en el torrente sanguineo con afectacion
cardiaca. La incidencia de endocarditis bacteriana es mayor en pacientes con
ciertas anomalias valvulares que en pacientes sin ellas. Streptoccoccus
viridans, una especie bacteriana que se encuentra de forma comun en la boca
y orofaringe, ha sido aislado en un gran numero de casos de endocarditis
bacteriana aunque muchas especies de bacterias e incluso hongos, tanto
orales como extraorales pueden producir endocarditis-bacteriana [Wahl y Wahi,
1993]. Se desarrolla, pues, normalmente en individuos con defectos
estructurales cardiacos subyacentes y en aquellos con antecedentes de fiebre
reumatica y/o de endocarditis infecciosa. En pacientes mayores de 65 arfios
también aumenta el riesgo de padecer endocarditis infecciosa. Otros pacientes
que deben considerarse en el grupo de alto riesgo de padecer endocarditis
infecciosa por enfermedades o tratamientos dentales son los pacientes con
antecedentes de lupus eritematoso, sindrome de Down, esplenectomia o bazo
afuncional, toxicomanos intravenosos, granulocitopenia e insuficiencia renal
crénica, asi como los enfermos en hemodialisis o que han recibido un

transplante renal [Boj y cols., 1994; Perezagua y cols., 1994].

La bacteriemia puede ocurrir espontineamente o tras procedimientos
quirargicos o dentales que afecten a mucosa o tejidos contaminados. Se
pueden distinguir tratamientos bucodentales de alto riesgo, como exodoncias,
cirugia bucal y periodontal, detartraje, raspado y alisado, curetajes, tallados,
tratamientos endodéncicos, aplicacion de matrices, tratamientos de pulpitis
(sobre todo agudas), reimplantes dentarios, implantes osteointegrados y
colocacion de proétesis inmediatas [Dajani y cols., 1997].
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La profilaxis no estd recomendada en procedimientos de bajo riesgo como
ajustes ortodoncicos simples, pérdida de dientes temporales, cepillado,
irrigaciones intraorales, inyeccion local de anestesia (no intraligamentosa),
colocacion del dique de goma, retirada de puntos de sutura y tratamiento no
endodoncico en el interior del conducto, como colocacién de postes y
reconstrucciéon coronal. El riesgo de estos procedimientos estd en relacion
directa con el estado de salud bucodental del paciente y mas concretamente
con la integridad del surco gingival y de la adherencia epitelial. En las nuevas
pautas de la Asociacion Americana de Cardiologia [Dajani y cols., 1997] se
recomienda una dosis de 2 g de amoxicilina para adultos, en vez de 3 g. Se ha
comprobado que una dosis de 2 g consigue niveles séricos adecuados durante
varias horas causando menos efectos adversos gastrointestinales.

La eritromicina, usada en los pacientes alérgicos a la penicilina, ha sido
eliminada por sus efectos gastrointestinales y complicada farmacocinética y, en
su lugar, se introducen la clindamicina, las cefalosporinas y los macrélidos de

Gltima generacion [Dajani y cols., 1997].
Siempre que se administre profilaxis antibi6tica, es aconsejable dejar intervalos

de 14 dias entre las sesiones de tratamiento./ Esto evitara el desarrollo de

resistencias [Bagan y cols., 1995]. /

71



Introduccion

A continuaciéon se detalla la nueva pauta recomendada por la Asociacién

Americana de Cardiologia [Dajani y cols., 1997]:

Pauta oral.

< No alérgicos a penicilina:
Amoxicilina: adultos, 2g (nifios 50mg/Kg.) una hora antes de intervenir.

% Alérgicos a la penicilina:

|~

e A, Clindamicina: adultos, 600mg (nifios 20mg/Kg.) una hora antes o
\ /;\,;‘?{?J W ///Wa: adultos, 2g (nifios 50mg/Kg.) una hora antes o

Azitromicina 6 Claritromicina: adultos, 500mg (nifios 15mg/Kg.)

una hora antes de intervenir.

Pauta parenteral.

% No alérgicos a la penicilina:
Ampicilina: adultos, 2g (nifios 50mg/Kg.) iv o im 30 minutos antes.

% Alérgicos a la penicilina:
Clindamicina: adultos, 600mg (nifios 20mg/Kg.) iv o im 30 minutos antes o
Cefazolina: adultos, 1g (nifios 26mg/Kg.) iv o im 30 minutos antes.

R

{0 N

WAV
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La cuestion que plantea mayor controversia es si se debe realizar cobertura
antibiética en un paciente sano. La poca presencia de bacterias en las pulpitis

invalida la profilaxis.

No obstante, en los conductos infectados sintomaticos se puede aplicar el
mismo protocolo de prevencién de la endocarditis bacteriana para disminuir la
bacteriemia consecuente a la instrumentacion de los conductos
[Rey y Alegre, 1994; Debelian y cols., 1995).

La prevalencia de la endocarditis bacteriana es de 50-60 casos por millon de
habitantes y afio [Bor y Himmelstein, 1984; Clemens y Ransohoff, 1984]. Ademas
los bajos niveles de bacteremia son generalmente producidos por maniobras
odontolégicas con lo que existe una asociacion directa con la endocarditis
infectiva sumada al hecho de que el 58%)de las endocarditis bacterianas
acontecen sin mediar alteraciéon cardiaca previa [Nissen y cols., 1992]. Por otro
lado para Pallasch (1989) la eficacia protectora de la profilaxis antibiética es tan
sbélo del 49%, habiéndose notificado varios casos de eficacia fallida
[Van der Meer y cols., 1992].

0
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Lavelle (1996) arguye que la microflora y el estado inflamatorio de los tejidos
adyacentes al diente, incluyendo el peridpice, condicionan la decisiéon del
profesional en aplicar o no la cobertura antibiética. La instrumentacién de los
conductos radiculares en sentido coronoapical disminuye el riesgo de extrusion
de bacterias y de tejido necrético hacia el periapice [Beeson y cols., 1998; Hinrichs
y cols., 1998], lo que reduce de forma considerable la bacteriemia ocasionada.
Si se tiene la precaucién de instrumentar en este sentido los conductos, la
cobertura antibiética deberia restringirse tan sélo a los conductos refractarios al
tratamiento y a aquellos en los que la sintomatologia periapical asociada

persiste.
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Existen detallados estudios en la literatura que tratan de desarrollar los
diferentes elementos que intervienen en todo proceso infeccioso en el
organismo. Los antibiéticos han sido seguidos en diferentes situaciones
evaluandose diferentes parametros farmacocinéticos, toxicidades y eficacia

clinica.

Mencionamos en primer lugar un estudio de finales de la década de los setenta
que no estimaba un buen augurio a los estudios referentes a la difusion tisular
de los antibiéticos; Mugnier en 1979 relata la eficacia de la bacampicilina en
las infecciones orofaciales en un estudio totalmente clinico de seguimiento de
pacientes indicando, segun este autor y en aquel afio, que los modelos
experimentales que estudian la difusion tisular son practicamente inaplicables

en odontoestomatologia.

Se han venido desarrollando determinaciones de antibidticos en tejidos
mediante métodos microbiolégicos, usando diferentes especies bacterianas. La
concentracion de ampicilina en granulomas radiculares fue estudiada por
Akimoto y cols. (1992). Usaron una dosis unica del antibiético y emplearon un
método microbiolégico usando Micrococcus Iluteus para su determinacion,
concluyendo que las concentraciones de ampicilina en granulomas radiculares
excedian a la mayoria de las concentraciones minimas inhibitorias para las
bacterias mas comunmente aisladas en infecciones odontogénicas.

De igual manera, mediante marcadores radioactivos se ha podido hacer un
seguimiento de determinados farmacos en la cavidad bucal en grupos de
animales experimentales. Resefiamos un estudio en este sentido con un
antiinflamatorio del grupo de los corticoides, la dexametasona. Wayman y cols.
(1994) inyectaron dexametasona con marcador radiactivo en el vestibulo bucal
de ratas. Aquella fue absorbida desde el sitio de inyeccion y distribuida por la
mandibula, musculos y hueso contralateral de manera similar. Se comprobé
una cierta afinidad 6sea por este esteroide que segun los autores podria ser

beneficioso en el alivio del dolor intradseo de origen endodéncico.
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Un primer trabajo en el campo de la Odontologia, con la combinacion de los
métodos microbiolégico y de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
es el que desarrollaron Tuominen y cols. (1991). A través de cromatografia
liquida de alta resolucion con detector electroquimico desarrollaron un estudio
piloto para determinar la penetracion de eritromicina, en sus formas acetato y
esterato, en lesiones periapicales (granulomas y quistes radiculares) de 26
pacientes sometidos a apicectomia. Las concentraciones del farmaco en
tejidos periapicales después del tratamiento con acetato fueron tres veces
mayores que después del tratamiento con esterato. En plasma, se
determinaron las concentraciones, microbiolégicamente, por el método de
Bennet con Bacillus subtilis, siendo similares para ambas formas de

eritromicina.

De igual manera, Rotzetter y cols. (1994) determinaron la cinética de
espiramicina y metronidazol en fluido gingival, saliva y sangre humana
mediante cromatografia liquida de alta resolucién con detector ultravioleta. Los
resultados. mostraron que el fluido gingival contiene concentraciones mayores
de espiramicina y metronidazol que aquellas necesarias para inhibir el
crecimiento de bacterias patégenas para el periodonto. La espiramicina se
encontré en mayor concentracion en fluido crevicular gingival que en sangre,

no encontrandose esta caracteristica para el metronidazol.

Turrion (1992), determiné la farmacocinética de ciprofloxacino en tejidos
tisulares bucales y plasmaticos mediante cromatografia liquida de alta presion
con detector ultravioleta. Es un estudio que, aunque en este caso con una
quinolona, guarda cierta similitud con el presentado en esta memoria por lo

que vamos a desarrollarlo de manera somera.

En concreto fueron 28 individuos voluntarios de acuerdo a unos criterios de
inclusion en el estudio desarrollado por el autor. Las muestras tisulares bucales
aisladas comprendieron tejido 6seo, en su mayoria mandibular, tejido gingival y

saco folicular, ademas de un paciente en el que se obtuvo un granuloma.
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Las muestras obtenidas fueron pesadas y almacenadas a —20 °C hasta el

momento del analisis de la concentraciéon del farmaco.

Los rangos de los pesos de las muestras eran de 20 a 118 mg para tejido 6seo,
de 23 a 109 mg para tejido gingival y de 22 a 156 mg para el saco folicular
ademas de una muestra de granuloma de 215 mg.

El protocolo para la extraccion de ciprofloxacino consisti6 en que dichas
muestras se homogeneizaron en 3 ml de tampén fosfato 0,1 M, pH 7,4, en frio,
por tratamiento ultrasénico en un homogeneizador ultrasénico. Seguidamente
se centrifugaron a 20.000 rpm durante diez minutos. El sobrenadante se
recogié y el residuo se volvié a tratar ultrasénicamente con 3 ml de tampén
fosfato 0,1 M, pH 7,4 y tras la centrifugacion, se recogi6 el sobrenadante. Los
dos sobrenadantes combinados se sometieron a extraccién con diclorometano
(10 ml) tres veces, se agit6 suavemente por medio de un agitador durante cinco
minutos y seguidamente se centrifugé a 20.000 rpm, durante diez minutos. Las
fases organicas recogidas y combinadas se evaporaron, en temperatura de 30°
C, en condiciones de sequedad bajo corriente de nitrgeno. El residuo seco se
redisolvié en 0,5 ml del eluyente para su analisis por HPLC. Alicuotas de 20 pl

se inyectaron en el cromatégrafo.

A las muestras de plasma (1ml) o de saliva (3ml) se les afiadié6 1 ml de tampo6n
fosfato 0,1 M, pH 7,4. Tras su mezclado se les adicioné 5 ml del solvente
diclorometano. Se agité6 suavemente por medio de un agitador durante cinco
minutos y se centrifugd a 20.000 rpm. Esta extraccion fue repetida dos veces.
Las fases organicas recogidas y combinadas se evaporaron, en temperatura de
30° C, en condiciones de sequedad bajo corriente de nitrégeno. El residuo seco
fue disuelto en 0,5 ml del eluyente antes de su andlisis por HPLC. Alicuotas de
20 pl se inyectaron en el cromatdgrafo. El sistema cromatografico liquido de
alta presion utilizado fue un Shimadzu, modelo LC-6A, equipado con un
detector espectrofotométrico ultravioleta de longitud de onda variable y una

columna cromatografica Nucleosil C18 (120x0,4 cm, tamafio de particula 5 pm).
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Para el analisis de ciprofloxacino en las muestras plasmaticas y salivares, el
eluyente o fase movil fue una mezcla de agua (700ml), acido ortofosférico al

85% (1,9 ml), bromuro de tetra-n-butilamonio (1,4 g) y metanol (300 ml).

Para el andlisis de ciprofloxacino y sus metabolitos oxo-ciprofioxacino, sulfo-
ciprofloxacino y desetilen-ciprofloxacino en las muestras tisulares bucales, el
eluyente o fase mévil fue una mezcla de acetonitrilo (220 ml), metanol (40 ml) y
acido tricloroacético 0,02 M, pH 3,0 (740 ml). La velocidad de flujo fue de 0,4
ml/min. La longitud de onda se fij6 a 277 nm.

Ciprofloxacino present6 una amplia distribucion en tejidos bucales asi como-un
amplio metabolismo. Tanto en tejido éseo cortical mandibular como en tejido
gingival y en saco folicular estuvieron presentes los metabolitos oxo-
ciprofloxacino, sulfo-ciprofloxacino y desetilen-ciprofloxacino a concentraciones

en el rango del compuesto inalterado ciprofloxacino.

Los parametros farmacocinéticos calculados para el compuesto ciprofloxacino
demuestran que la fluoroquinona ciprofloxacino alcanza rapidamente el tejido
6seo cortical mandibular, tejido gingival y saco folicular con unas vidas medias
de absorcion de 0,89 h, 1,44 h y 1,73 h respectivamente. Las concentraciones
maximas alcanzadas fueron 21,27 ug/g en tejido 6seo cortical mandibular,
20, 73 pg/g en tejido gingival y 24,27 ug/g en saco folicular en un Tmax (tiempo
maximo) de 4,34 h, 526 h y 6,15 h respectivamente. Contrariamente a su
rapida absorcién, el ciprofloxacino presenta en los tejidos bucales estudiados
una lenta eliminacién. Las vidas medias de eliminacion alcanzaron un valor de
23,10 h en tejido éseo cortical mandibular, 13,86 h en tejido gingival y 15,40 h

en saco folicular.
Por su transcendencia en el trabajo que nos ocupa incluimos aqui una breve

revision de trabajos desarrollados mediante cromatografia en anestésicos

locales, para su deteccion en pulpa dental.
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El fracaso a la hora de eliminar por completo el dolor dental después de la
administracion de anestésicos locales en dientes con pulpas normales e
inflamadas ha sido objeto de estudios [De Jong y Cullen, 1963; Frommer y cols.,
1972], existiendo todavia cierta controversia acerca de los factores
responsables de esos fracasos. Oertel y cols. (1993) hallaron la concentracion
de lidocaina en el maxilar superior diez veces mas elevada que en la
mandibula, lo que podria explicar porqué los molares mandibulares son mas
dificiles de anestesiar. De igual modo se demostraron variaciones en los
niveles sanguineos de lidocaina en los alvéolos dentales de diferentes
regiones. Asi en el maxilar superior los valores obtenidos en la regién molar
fueron tres veces inferiores que aquellos de las regiones de incisivos y
premolares; en contraste los valores mas elevados se encontraron en la region
molar en la mandibula. Los autores postularon que el espesor del hueso y la
distancia entre el punto de inyeccién local y el alvéolo podrian ser responsables
de esas diferencias.

Los dos métodos mas comunes usados para la cuantificacion de anestésicos
locales en plasma, suero y tejidos son la cromatografia de gases [Goebel y cols.,
1980; Oertel y cols., 1993] y la cromatografia liquida de alta resolucién [Wilson y
Forde, 1990; Klein y cols., 1994; Lofti y cols., 1997]. La cromatografia liquida de alta
resolucién en fase reversa ha sido usada durante muchos afios para el analisis
y aislamiento de péptidos naturales en tejidos biolégicos y puede servir para
una rapida y selectiva deteccion y separacion de mediadores vy
neurotransmisores en las pulpas dentales tales como bradikinina, sustancia P,
neuroquina A [Goodis y Saeki, 1997] y caﬁ@lgm[@as [Schachman y cols., 1995]. La
cromatografia - liquida de alta resolu;ién..en».fase»:eversa -es -un método-.de
separacién que resulta de la distribucion de las sustancias entre dos fases: una
fase estacionaria no polar y una fase movil polar. Aunque se ha demostrado ser
un buen método para la identificaciéon y cuantificacion de lidocaina en suero y
plasma [Wilson y Forde, 1990; Klein y cols., 1994; Lofti y cols., 1997], no se habia
usado en la identificacion de lidocaina en tejido pulpar dentario, posiblemente

debido a la carencia de un método de extraccion del farmaco del tejido.
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En ese sentido Kanjanawattana y cols. (2001) desarrollaron un eficaz método
de extraccion y determinaron la recuperacion de lidocaina de tejido pulpar
dentario en perros mediante la cromatografia liquida de alta presién de fase
reversa con detector ultravioleta. De forma somera diremos que las cantidades
de lidocaina en pulpas de perro que fueron cuantificadas oscilaron de media
entre los 0,21 ug/mg para los caninos maxilares que fueron mas elevadas que
los 0,17 pg/mg para los caninos mandibulares. Se consiguié una buena
recuperacion del 90% mediante el procedimiento de extraccion de la lidocaina

del tejido pulpar.

Las condiciones cromatograficas usadas en ese estudio dieron un bajo limite
de deteccion; se detecté una minima concentraciéon de 0,1 yg/ml de lidocaina
que indica la elevada sensibilidad del método empleado asi como se demostré
la reproducibilidad del método para la cuantificacion de la lidocaina. Para los
autores la mayor cantidad de lidocaina encontrada en pulpa dental en su
estudio con respecto a la encontrada en el alvéolo dental [Oertel y cols., 1993]
pudo ser debida a.la diferencia de los substratos animal en el primer caso y
humano en el segundo. Ademas, el tercio apical radicular de los perros se
divide en numerosos y estrechos conductos accesorios acabando en
numerosas foraminas [Masson y cols., 1992]. Este hecho podria permitir mayor
penetracion de los anestésicos locales en la pulpa dental; la menor
concentracion de lidocaina en la pulpa dental de los caninos mandibulares de
los perros después de la infiltracion mandibular podria ser debida, segun los
autores, a la diferencia de posicion del extremo apical: el apice radicular de los
caninos mandibulares aparece en una posicion mas ventral que en los caninos
maxilares. Asi mismo el hueso mandibular es mas denso y grueso, lo que

podria hacer mas dificultosa a la lidocaina la penetracién en la pulpa dental.

Los autores continlan arguyendo que es improbable que la lidocaina se
distribuya en la pulpa dental a través de los vasos sanguineos. La
vasoconstriccion en los anestésicos locales previene la absorcion de la droga

en los vasos, por eso reducen la toxicidad sistémica de la sobredosis.
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Goebel y cols. (1980) encontraron un pico de 3,0 yg/ml de lidocaina en sangre
cuando se administraron unos 11 carpules de lidocaina 2% (400 mg) con
1:200.000 de epinefrina asi como un pico promedio de nivel sérico, después de
una infiltracion de 36 mg de lidocaina sin epinefrina en los premolares

maxilares, de 0,31 yg/mi.

Para Kanjanawattana y cols. (2001) es altamente probable que la droga difunda
desde el lugar de la inyeccién local al interior de la pulpa dental. Ello esta en
contraste con Olgart y Gazelius (1977) que sugirieron que determinados
agentes como la lidocaina y la adrenalina no se distribuyen al interior de la
pulpa dental desde el lugar de la inyeccion submucosa. Estos autores
encontraron que la adrenalina, tanto sola como acompafiada de lidocaina,
causo casi la completa inhibicion del flujo sanguineo pulpar; ese efecto era
seguido de una total inhibicion de la actividad sensitiva nerviosa. Como
resultado de todo ello, los autores preconizaron que la adrenalina no actué en
los vasos sanguineos dentro de la pulpa dental y sélo en las arteriolas
proximas al diente. Un postulado que no pudo ser comprobado en su

experimento.

La presencia de lidocaina en la pulpa dental después de una inyeccién local
indic6 que aquélla actia no sélo en el lugar de la inyeccién sino también dentro
de la pulpa dental [Kanjanawattana y cols., 2001]. Las fibras nerviosas mielinicas
y no mielinicas en la pulpa dental se mostraron susceptibles a los anestésicos
locales [Bodin, 1995; Ford y cols., 1984]. Esto podria explicar la obtencién de una
anestesia mas profunda con el uso de mas elevadas concentraciones o
volimenes de anestesia local; es posible que dos diferentes modos de accién
estén implicados en la anestesia pulpar: los anestésicos locales pueden actuar
en el interior de la pulpa dental y en el area apical mientras que la adrenalina

podria actuar en las arteriolas del area del apice radicular [Kanjanawattana y
cols., 2001].

Mediante la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) con detector
electroquimico, Chu y cols. (1992) evaluaron los efectos de la comida en la
biodisponibilidad de la claritromicina.
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Se tomaron muestras plasmaticas a 26 voluntarios sanos en condiciones de
ayuno y en condiciones de no ayuno; la comida tomada inmediatamente antes
de la dosis incrementé la amplitud de absorcion en aproximadamente un 25%;
en general, tal incremento es secundario y seria de poca significacion clinica
para las habituales pautas de 250 y 500 mg de claritromicina tomadas dos
veces al dia. Para finalizar, los autores sugieren que la claritromicina se puede

administrar tanto en presencia como en ausencia de comida.

De forma similar, Kees y cols. (1998), desarrollaron un método para la
determinacion de antibiéticos macrélidos en matrices biolégicas mediante
cromatografia liquida de alta resolucion con detector electroquimico. El ensayo
se empleo para el analisis de claritromicina, roxitromicina y azitromicina en
diversas matrices biolégicas como plasma, saliva, glébulos blancos, jugo
gastrico, secreciéon bronquial, humor acuoso, mucosa bronquial y mucosa
gastrica provenientes de voluntarios sanos y de pacientes. La recuperacion de
los antibiéticos macrélidos del agua y del plasma fue del 80-90%. Usando 0,5
ml de plasma se pudo determinar con aceptable precision y exactitud: 30 ng/ml
de claritromicina, 50 ng/ml de roxitromicina y 10 ng/ml de azitromicina. Como
circunstancia relacionada con nuestro trabajo por el uso frecuente de los
anestésicos locales en el campo de la Odontologia hay que mencionar que,
durante su estudio, los autores observaron que el anestésico local lidocaina,
presente en elevadas concentraciones en plasma y mucosa bronquial de
pacientes sometidos a broncoscopia, interferia con la determinaciéon del
metabolito activo de la claritromicina, el 14-hidroxi claritromicina, lo cual obligo

a cambiar las condiciones cromatograficas para solventar esta circunstancia.

Bruce y cols. (2001) llevaron a cabo un estudio para observar el efecto in vivo
de la administracién oral de claritromicina en la actividad catalitica in vivo de los
citocromos P450 1A2, 2C9 y 2D6. Al igual que la eritromicina, la claritromicina
/posee un potente mecanismo inhibidor de la subfamilia del citocromo P450 3A
que media las reacciones metabolizantes oxidativas de esos macroélidos

[Rodrigues y cols., 1997].
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De este modo, la claritromicina reduce el aclaramiento de unos bien
caracterizados sustratos del citocromo P450 3A como lo son la ciclosporina, el
midazolam y la carbamacepina. Ademas la claritromicina al igual que la
eritromicina afectan al metabolismo de la teofilina [Periti y cols., 1992; Gillum y
cols., 1993]. La claritromicina también ha demostrado alterar el metabolismo de
la clozapina que es sustratro de los citocromos P450 1A2 y 3A asi como
interaccionar con el sustrato del citocromo P450 2C9 de la warfarfina lo que
resulta en un aumento del efecto anticoagulante [Recker y Kier, 1997].

Bruce y cols. en su estudio de 2001 se centraron en evaluar si la claritromicina
alteraba la actividad in vivo de los citocromos P450 1A2, 2C9 y 2D6 sumados a
los ya establecidos sobre la subfamilia 3A. Estos cuatro enzimas son los
principales enzimas metabolizantes en humanos y explican el metabolismo de
mas del 90% de los farmacos administrados que requieren biotransformacion
para su eliminacion. Cada uno de los farmacos prueba usados, tolbutamida,
cafeina y dextrometorfan, fueron validados individualmente como efectivos y
como sondajes especificos para el seguimiento de los citocromos P450 1A2,
2C9 y 2D6, respectivamente. Fueron administrados en forma de coktail oral a
doce sujetos varones sanos antes y siete dias después de la administracion
oral de claritromicina (500 mg dos veces al dia). Se recogieron muestras de
orina y sangre y se evaluaron cada uno de los compuestos y sus metabolitos
mediante cromatografia liquida de alta resolucién; concluyendo que la
claritromicina no tenia ningun efecto significativo en las actividades cataliticas
de los citocromos P450 1A2, 2C9 y 2D6 en los sujetos sanos evaluados
mediante cafeina, tolbutamida y dextrometorfan, respectivamente.

Niessen (1998) desarrollé una revision de los andlisis de antibidticos y
compuestos antibacterianos mediante cromatografia liquida con detector de
espectrometria de masas. Para el autor la principal area de aplicacion de este
método es confirmar la identidad de los niveles de residuos en productos de
ccmida animal para consumo humano. La cromatografia liquida con detector de
espectrometria de masas juega un importante papel en la determinacion y

confirmacion de sulfonamidas, antibiéticos B-lactamicos, fluoroquinonas, asi
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como otros grupos que incluyen aminoglucosidos, cloramfenicol, tetraciclinas y

antibiéticos macrélidos. La facilidad de operacion y la robustez de la actual
cromatografia liquida con detector de espectrometria de masas, basado en la
ionizacion bajo presion atmosférica, hace que este sistema pueda ser aplicado
a una gran variedad de campos analiticos. El sistema con electrospray vy la
técnica de ionizacion han llegado a ser las técnicas de elecciébn en muchas
areas encaminadas a la caracterizacion de péptidos, prcztgi@s y ofras

I

macromoléculas biolégicamente relevantes.

El autor narra en su estudio de revisién las caracteristicas generales del
sistema de cromatografia liquida con detector de espectrometria de masas.
Destaca tres procedimientos en el desarrollo del sistema: a) nebulizacién de la
columna efluente, eliminacion de los constituyentes de la fase movil,
vaporizacion del compuesto y subsecuente ionizacién por ejemplo con el
sistema del haz o chorro de particulas, b) ionizacion directa ‘del reducido
efluente, por ejemplo, mediante el flujo continuo de bombardeo con atomos
rapidos y c) nebulizacion de la columna efluente o bien bajo presioén
atmosférica o bien bajo presion reducida, disolucién de las gotitas, seguida de
o bien ionizacién gaseosa o bien ionizacidn con evaporizaciéon, por ejemplo,

termospray, electrospray, usado en nuestro estudio, o nebulizador caliente.

El autor continua sefialando que en lo referente al margen de flujo, sélo los
sistemas termospray y nebulizador caliente para ionizacién quimica bajo
presion atmosférica, son compatibles con las columnas convencionales de
cromatografia liquida con unos margenes de flujo de 1-2 mil/min. Los sistemas
de electrospray y chorro de particulas se usan preferentemente con flujos de
entre 0,1 y 05 ‘mi/min mientras que en el sistema del flujo continuo de
bombardeo con atomos rapidos se operan con unos margenes de entre 1 a 15
HI/min compatible con columnas microcapilares de <0,5 mm.

En términos de la composicion de la fase mdvil, la mayoria de sistemas son
compatibles con la cromatografia de fase reversa usando solventes que

contienen una mezcla de acetonitrilo o metanol y agua.
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Niessen (1998) refiere también como un paso crucial en el éxito de la
cromatografia liquida con detector de espectrometria de masas, la ionizacién
de los compuestos. En el sistema de chorro de particulas, el compuesto debe
ser volatilizado antes de la ionizacién tras la cual se produce la desintegraciéon
por colisién con la superficie del ion.

Asi, la volatilidad y la estabilidad térmica de los compuestos son factores que
hay que considerar en la aplicaciéon de este sistema. La mayor ventaja de este
procedimiento de haz o chorro de particulas es que es capaz de producir una
electro-ionizacién convencional y una ionizacion quimica con espectro de
masas. El flujo continuo de bombardeo con atomos rapidos comprende un
conjunto de sistemas con diferentes disefios en los cuales se utiliza el
bombardeo con atomos rapidos para la ionizaciéon de los compuestos.

Los implementos usados en los sistemas termospray, electrospray vy
nebulizador caliente requieren mayores modificaciones en el espectrometro de
masas, debiendo instalarse una fuente especial de iones; los principios de
trabajo de dichos sistemas son similares, la principal diferencia estriba en el
modo de alcanzar la nebulizacién de la columna efluente. En el sistema
electrospray, usado en nuestro trabajo, un intenso campo eléctrico en la aguja
rociadora se usa para trasformar el fino liquido en pequefias gotitas. En el
sistema del nebulizador caliente, el liquido se desintegra en un nebulizador
neumatico concéntrico por medio de un flujo de nitrégeno con la consiguiente
evaporizacion de las gotitas en un tubo de cuarzo caliente; mientras en el
sistema termospray el vapor expandido es el resultado de la evaporacién del
liquido en un tubo angosto y perforado. Los sistemas de ionizacién con
electrospray y de nebulizador caliente actian con una fuente de iones bajo

presién atmosférica.

Se consideran dos modos de ionizacién aplicados en combinacién con estos
sistemas, a saber, la ionizacion quimica mediada por solventes inducida por
electrones de un filamento caliente o de una descarga de electrodos (aplicado
a los sistemas con termospray y con nebulizador caliente) o bien el proceso de

ionizacién inducido por un campo eléctrico también llamado ion-evaporizacion
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(aplicado a cualquiera de los tres sistemas: electrospray, termospray y

nebulizador caliente).

Ambos modos conducen a una suave ionizacion resultando moléculas
cationizadas, en el modo ion-positivo o moléculas anionizadas en el modo ion-
negativo. En general, no se observa ninguna fragmentacion a no ser que los
iones sean sometidos de alguna manera a una diferencia de potencial y asi ser

propensos a una disociacién mediada o inducida por colision.

La fragmentacion se puede alcanzar asi mismo mediante descomposicion
térmica por ejemplo en el vaporizador con termospray. La necesaria aplicacion
de calor en los sistemas termospray y nebulizador caliente hacen de preferente
aplicacion del sistema electrospray en el analisis de moléculas altamente
labiles. El sistema termospray es de igual manera ampliamente usado en

aplicaciones bioquimicas para la caracterizacion de péptidos y proteinas.

En la misma linea, el autor, nos refiere que, a la hora de elegir un determinado
sistema de cromatografia liquida con detector de espectrometria de masas, la
primera eleccion estriba entre los sistemas que ofrecen una electro-ionizacion y
una ionizacién quimica independiente de los solventes y aquellos otros que
presentan una ionizacién quimica mediada por solventes o ion-evaporizacion.
Cuando se requiera una electro-ionizacién el sistema del chorro o haz de

particulas es la Gnica alternativa posible.

En cuanto al analisis de los antibiéticos macrélidos por medio de cromatografla

liquida con detector de espectrometria de masas, el autor de este trabajo de

revision nos orienta en los reducidos trabajos en ese sentido.

De esta manera Kokkonen y cols. (1991), llevaron a cabo un bioanalisis de la
eritromicina 2-etilsuccinato en plasma humano por medio del sistema de flujo
continuo de bombardeo con atomos rapidos. Se utilizé un interruptor de
columna para permitir la cromatografia usando en la fase movil un tampén

fosfato, en una columna convencional de 4.6 mm.
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La parte relevante del cromatograma fue una corta columna trampa donde los
compuestos hidrofilicos fueron eliminados lavados con agua antes de la
ionizacién del compuesto de interés en el sistema de flujo continuo de
bombardeo con atomos rapidos. La ionizacién se llevé a cabo con un solvente
faciimente compatible con el sistema de flujo continuo de bombardeo con
atomos rapidos, por ejemplo, conteniendo una matriz de glicerol y con un
intervalo de flujo de 15 pl/min, también compatible con dicho sistema. Bajo
esas condiciones el limite de determinacion para la eritromicina 2-etilsuccinato
en plasma fue de 0,1 pg/ml.

Pleasance y cols. (1992), por su parte, desarrollaron un analisis del residuo de
eritromicina A y sus metabolitos en tejidos de salmén usando el sistema
electrospray alcanzando un limite de deteccion de eritromicina de 0,5 y 1

mg/kg.

Mientras, Sanders y Delepine (1994), mediante el sistema de haz de particulas,
expusieron su andlisis de residuos de espiramicina en tejido muscular bovino
logrando un limite méximo de residuos de 50 ug/kg; de manera similar se llevé

a cabo el mismo analisis para neoespiramicina y eritromicina A.

El primer ensayo descrito, segln definicion de sus propios autores, para la
determinacion de la claritromicina en plasma humano mediante cromatografia
liquida con detector de espectrometria de masas (HPLC-MS) fue el estudio de

Van Rooyen y cols. (2002).

El procedimiento de extraccién de claritromicina se obtuvo afiadiendo a 300 pl
de plasma, 200 pl (0,1 M) de la solucion tampén de Na,COs/NaHCOs;
(carbonato-bicarbonato) (pH 9,2) y 100 pl de la solucién “estandard interno”
roxitromicina (3,76 ng/ml en agua). A continuacion se afiadio hexanetil acetato
(1:1) (3 ml), se mezclé y se centrifugd. La fase acuosa se congel6 durante tres
minutos, y la fase organica se dej6 secar en condiciones de vacio y a

temperatura ambiente.
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Los extractos obtenidos fueron diluidos en 300 pl de acetonitrilo-agua (1:9),
mezclados, transferidos a viales e inyectados 5 pl en el cromatégrafo. La
separacién se produjo en una columna Supelco Discovery® C18, 5 pm,
150x2,1 mm a 60 °C con un margen de fluido de 0,26 ml/min y con una fase
movil consistente en acetonitrilo, metanol y acido acético (0,1% en agua)
(25:25:50, viVIv).

La recuperacion de claritromicina fue de una media del 87,3% con un bajo
limite de cuantificacién de 2,95 ng/ml usando 0,3 ml de plasma. Este método se
utilizé para cuantificar 230 muestras al dia y segun los autores es lo

suficientemente sensible para emplearse en estudios farmacocinéticos.

A su vez, Lerner y cols. (2000) hicieron lo propio en un estudio para determinar
la bioequivalencia de claritromicina en dos presentaciones orales del producto
en voluntarios sanos: Las concentraciones plasmaticas de claritromicina y su
metabolito activo 14-hidroxiclaritromicina se cuantificaron en un cromatégrafo
liquido con detector de espectrometria de masas calculando determinados
parametros farmacocinéticos. El limite de cuantificaciéon de claritromicina fue de
5 ng/ml. No encontraron diferencias significativas en la bioequivalencia
determinada usando los parametros farmacocinéticos o de claritromicina o de
14-hidroxiclaritromicina, con lo que los autores sugirieron que las futuras
pruebas de bioequivalencia de este farmaco pueden hacerse mediante la sola

cuantificacion de claritromicina.

Benninger y cols. en 2004 llevaron a cabo un estudio comparativo de la
biodisponibilidad de claritromicina de 500 mg entre un compuesto genérico de
claritromicina (IVAX Pharmaceuticals, NJ, USA) y el producto de referencia
(Biaxin Filmtab, Abbott Laboratories, IL, USA) mediante la determinacion de
este antibiético macrélido y su metabolito activo 14-hidroxiclaritromicina bajo
condiciones de ayuno y no ayuno. Para este ensayo se empled un
cromatégrafo liquido de alta resolucién acoplado a un detector de

espectrometria de masas.
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El analisis permitié que en las wa estudiadas para ambos
compuestos se obtuviera una a|tamjo limite de cuantificaciéon
de 11 ng/ml. Los autores evidenciaron que la dosis de 500 mg tanto de la
claritromicina genérica como de la del compuesto de referencia son
bioequivalentes tanto en condiciones de ayuno como de no ayuno y tanto si se

trataba de claritromicina como del metabolito activo 14- hidroxiclaritromicina.

En nuestra busqueda bibliografica encontramos recientemente una
determinacion de la claritromicina aplicada de forma tépica [Kuehne y cols.,
2004]. Se trata de un estudio farmacocinético de este antibiético proveniente de
una suspensién por via oral y de azitromicina proveniente de una solucion
intravenosa, aplicadas de manera topica en la cérnea de conejos albinos y
medidas mediante analisis de cromatografia liquida de alta resolucién y

ensayos de bioactividad.

Los autores determinaron que las concentraciones corneales de la azitromicina
se incrementaron con las dosis y con la duraciéon de la aplicacion; los conejos
tratados con azitromicina toleraron bien el farmaco sin ningun signo de
irritacion. Por el contrario, la claritromicina fue indetectable en el tejido corneal
mediante analisis de cromatografia liquida de alta resolucién y ensayos de
bioactividad; ademas algunos de los conejos tratados con claritromicina
tuvieron signos evidentes de irritacion ocular. Con todo ello, los autores
concluyeron que si bien la azitromicina puede ser un antibiético util para el
tratamiento tépico de infecciones corneales en humanos, la claritromicina, en
las actuales formulaciones disponibles, puede no ser efectiva debido a su

pobre penetracion comeal.

Con todo lo expuesto, conscientes de las dificultades que se plantean en el
estudio de los antibiéticos, de las diferentes directrices gubemamentales para
desarrollar su investigacion y la gran repercusiéon popular que atrae este tipo
de farmacos, no hacen sino motivar a esa i

\‘énié'fﬂa»@a que afe da
| uso racional de los antibi6ticos

—

nuestra sociedad actual como es
[Samaranayake y Jonson, 1999].
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En el campo de la Odontologia el uso de los antibidticos es de extraordinaria
relevancia, en la mayoria de los casos para tratar las infecciones causadas por
la patologia pulpar y periapical. En nuestro trabajo hemos querido acercamos a
conocer un poco mas la biologia del tejido pulpar a través de la determinacion
del antibiético macrélido claritromicina en los tejidos dentarios. En la revision
bibliografica que hemos llevado a cabo no hemos encontrado ningun trabajo en
este sentido, lo que abre una nueva linea de estudio que precisa seguir la
investigacion con posteriores analisis encaminados a contrastar y perfilar las
propiedades, indicaciones, pautas y efectos indeseables del uso de los
antibiéticos en Odontologia.
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La fisiopatologia de la pulpa dentaria no es bien conocida bien por ser un tejido
conjuntivo en parte mineralizado y de dificil acceso y en parte por no guardar

correlacién con la histopatologia.

La mayoria de los procesos infecciosos pulpares se vinculan de manera
primaria o secundaria a procesos similares en los tejidos circundantes:

periodontales, gingivales, 6seos y periapicales.

La terapéutica de estas patologias suele ser quirdrgica: tratamiento
endodéntico de los conductos radiculares dentarios o apicectomia (reseccién
del apice del diente con legrado del tejido inflamatorio circundante). Pero, en
cualquier caso, es imprescindible la terapéutica previa, durante y posterior a
dicho tratamiento.

En este sentido el comportamiento de algunos farmacos sobre estos tejidos es
poco conocido de ahi el interés en su analisis, en nuestro caso de la
claritromicina, y la correlacion existente a nivel clinico, para de esta manera
poder llegar a conocer mejor la biologia del tejido pulpar dentario.

Por ello establecemos para este estudio las siguientes hipétesis:

Hipotesis conceptual:

El antibiético sujeto a estudio (claritromicina), alcanza en los tejidos pulpar y

periapical, concentraciones iguales o superiores a las concentraciones minimas

inhibitorias.
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Hipétesis Operativas:

1.- El andlisis de la claritromicina, permite determinar que se alcanzan
concentraciones terapéuticas eficaces en pulpa dental inflamada y granuloma
apical.

2.- La obtencién de concentraciones tisulares adecuadas del antibiético
utilizado se relaciona con la resolucién de la patologia pulpar y/o periapical.

Por consiguiente se plantean los siguientes objetivos:

3.1. Objetivo general.

Establecer las concentraciones del principio activo claritromicina y su aplicacion

en la patologia pulpo-periapical.

3.2. Objetivos especificos.

1 .- Determinar la concentracion de claritromicinaalas 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36y 72
horas de la ultima dosis administrada en tejido periapical inflamado, tejido

pulpar inflamado y pulpa dental sana.

2.- Relacionar la dosis terapéutica con la concentracion tisular del antibiético.

91



Material y Método



Material y Método

En este estudio se han recogido muestras de tejidos bucales (pulpa dental,
encia y granulomas periapicales) procedentes de dientes recién extraidos de
pacientes previamente tratados con el antibiético claritromicina, de tal forma
que la exodoncia y la consecuente extirpacion de las muestras tuvo lugar en
diferentes intervalos de tiempo respecto a la hora de la ultima dosis del
antibiético. Los tejidos recogidos fueron tratados para determinar la

concentracion de claritromicina en los mismos en funcién del tiempo.

4.1.- MUESTRA.

Las muestras recogidas en este estudio se tomaron consecutivamente en el
Servicio de Estomatologia del Hospital General Universitario de Valencia y en
el centro de Especialidades de Aldaya (Valencia), pertenecientes al Servicio

Valenciano de Salud.

Para la seleccion de los elementos muestrales se utilizé un procedimiento de
muestreo consecutivo escogiendo los individuos acorde con los criterios de

inclusién que mas adelante se detallan.

Fueron pacientes que acudian de forma ordinaria a estos centros para
tratamientos programados que incluian exodoncias Unicas o seriadas, o bien
que eran remitidos alli por odontélogos o estomatélogos del area de salud
correspondiente al mencionado centro hospitalario.

4.1.1.- Tamanio.
En el estudio participaron 62 pacientes, 25 varones y 37 mujeres. Globalmente

sus edades estaban comprendidas entre los 18 y 48 anos, sus alturas entre
150 y 181 cm y su peso corporal entre 48 y 105 kg.
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De los 62 pacientes, 50 pertenecian al Hospital General Universitario de
Valencia y(\18‘al Centro de Especialidades de Aldaya (Valencia).

A todos los sujetos voluntarios integrantes del estudio se les adjudicé un
numero de identificacion que queda reflejado en la tabla 1 junto con el sexo, la
edad, altura y peso corporal. A dichos pacientes les fueron recogidos un total
de 112 especimenes para el estudio. Por lo dicho, es claro suponer que a mas
de un paciente se le recogié mas de una muestra.

4.1.2.- Seleccion.

4.1.2.1. Los criterios de inclusion en el estudio para los pacientes fueron:

Sujetos entre 18 y 50 afos con buen estado general.
- Pacientes con patologia pulpar y/o periapical,
- Pacientes con dientes incluidos.

Nivel intelectual adecuado para comprender y realizar correctamente
las instrucciones del protocolo del estudio.

4.1.2.2. Los criterios de exclusion del estudio fueron:

- Pacientes con patologia hepatica o renal.

- Pacientes con alteraciones disabsortivas.

- Pacientes con ulcera gastroduodenal o gastritis.

- Sujetos con alteraciones hematolégicas y/o con terapia anticoagulante.

- Sujetos con antecedentes alérgicos a algin medicamento o alimento.

- Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

- Pacientes adictos a drogas o alcohol.

- Pacientes sin domicilio fijo.

- Sujetos con trastomos psiquicos.

- Sujetos que hubieran tomado cualquier medicacion en las 72 horas previas al

comienzo del estudio.
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Una vez iniciado el estudio, también fueron causa de exclusién:
- El incumplimiento del protocolo.
- El requerimiento por parte del paciente de abandonar el estudio.

- La aparicién de un efecto secundario que asi lo aconsejara.

Tampoco se incluyeron en el estudio aquellos pacientes que precisaran la
exodoncia quirurgica de sus cuatro cordales en los que la dificultad de la
intervencién hiciera aconsejable el uso de anestesia general.

En conclusién, se constaté en los sujetos seleccionados para el estudio que
ninguno tenia antecedentes de grave enfermedad sistémica, abuso de drogas o
alcohol ni hipersensibilidad a algan medicamento o alimento. En la Historia
Clinica (Anexo, parte I) se concedié especial atencibn a la ausencia de
antecedentes de alteraciones digestivas, no historia de calculos renales ni
antecedentes alérgicos o convulsivos, asi como buen funcionamiento hepatico,
cardiaco y no toma de ningun otro tipo de medicacién durante el periodo del
estudio. Se excluyeron nifios, adolescentes, ancianos y mujeres embarazadas
o en periodo de lactancia.

Todos los sujetos seleccionados para el estudio tuvieron su informacion
(Anexo, parte Il) y se les solicitd por escrito su consentimiento antes del inicio
del estudio (Anexo, parte ).

Las medidas de seguridad tomadas con los participantes en el presente estudio
se ajustaron a las instrucciones derivadas del Cédigo Deontolégico Médico
Espaiol, a la Normativa Legal Espafola y a los principios éticos basicos
contenidos en la ultima versién de la Declaracion de Helsinki (revision de
Edimburgo, 2000).
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes.

N°de By Edad Altura Peso
Paciente (afios) (cm) (kg)

1 M 21 160 52
2 M 21 160 51
3 A\ 35 178 95
4 M 41 164 50
5 M 18 156 60
6 A% 30 156 71

7 M 24 150 60

8 M 31 162 63

9 M 22 158 61
10 M 28 163 62
11 \'% 37 168 75
12 M 39 165 60
13 M 25 163 62
14 M 25 159 53
15 A\ 37 170 65
16 \' 27 176 80
17 M 25 156 48
18 M 28 161 52
19 M 42 160 55
20 \'4 35 177 69
21 M 42 167 66
22 M 37 165 60
23 M 20 163 62
24 M 20 164 61
25 A\ 29 181 94
26 M 26 162 63
27 \Y 32 172 76
28 \' 46 175 82
29 \' 28 170 79
30 A\ 32 178 83
31 \'% 26 169 75

N°de Sexb Edad Altura Peso
Paciente (afios) (cm)  (kg)
32 M 44 160 59
33 M 31 156 62
34 A\ 38 177 105
35 M 26 163 65
36 M 28 171 68
37 M 21 162 65
38 \'% 39 170 68
39 \'% 44 177 70
40 M 22 161 53
41 \'4 48 167 66
42 \'% 36 177 68
43 M 24 164 51
44 M 28 165 50
45 A\ 45 172 71
46 M 34 156 60
47 A\ 29 172 81
48 A\ 38 176 79
49 M 23 164 60
50 V 27 173 80
51 M 36 159 57
52 M 29 156 60
53 M 35 165 55
54 \% 28 177 69
55 M 38 163 65
56 M 43 165 60
57 M 39 156 59
58 M 46 159 61
59 \" 29 178 95
60 A\ 38 172 81
61 M 29 160 57
62 \' 26 170 78
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En cuanto a la Normativa Legal Espafiola, en un primer momento nuestro
estudio qued6 enmarcado por el Real Decreto 561/1993, de 16 de abril (BOE
n° 114 del 13 de mayo de 1993, paginas 14346-14364) del Ministerio de
Sanidad y Consumo, por el que se establecen los requisitos para la realizacion

de ensayos clinicos con medicamentos.

Posteriormente y por la orientacion del Centro Autonémico Valenciano de
Informacién de Medicamentos (CAVIME), nos refiri6 a la Circular 15/2002
Anexo VI en cuanto a las “directrices sobres estudios post-autorizacion de tipo
observacional para medicamentos de uso humano” del Comité de Seguridad de
Medicamentos de Uso Humano de la Agencia Espafiola del Medicamento
(Ministerio de Sanidad y Consumo) del 2 de julio de 2002.

Para la CAVIME, nuestro trabajo se ajustaba mas a los parametros expuestos

en dichas Directrices que a un ensayo clinico en toda regla.

De cualquier modo, dado que la Facultad de Medicina y Odontologia de
Valencia tiene colaboracién con el Servicio de Estomatologia del Hospital
General Universitario de Valencia se obtuvo, en su momento, del Comité Etico
de Investigacién Clinica del Hospital General Universitario de Valencia,
autorizacion del ensayo para su realizacion en el Servicio de Estomatologia de
dicho Hospital con fecha 29 de julio de 1996 (anexo, parte IV).

De la misma manera se complementé la recogida de muestras en el Servicio
de Estomatologia del Centro de Especilidades de Aldaya (Valencia) vinculado
al Hospital General Universitario de Valencia en la persona del Dr. Vicente
Soria, llevando a cabo un seguimiento del estudio de manera mas
personalizada.

/]
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4.1.3.- Caracteristicas de los sujetos y normas del estudio.

—

Los pacientes sometidos a estecestudio de eficacia precisaban la extraccion de

alguno o algunos de sus dientes bien mediante una exodoncia simple u otra

técnica quirargica por estar el diente incluido en la masa ésea.

Los pacientes fueron tratados previamente con claritromicina (ver siguiente

apartado) cinco_dias antes de la intervencion y llegado ese momento se

establecié recoger 4 tipos de tejidos o muestras:

Pulpa sana: aquel tejido que no habia sufrido ningan tipo de agresion
externa y por lo tanto no presentaba patologia.

Pulpa inflamada: referido al tejido pulpar afectado e infectado bien de

manera reversible o irreversible, principalmente por caries.

Granuloma periapical: aquel tejido pulpar totalmente infectado y
colonizado que se necrosa de manera irreversible y que al difundirse
la infeccion a través del foramen apical, provoca reaccién
inflamatoria del organismo en el tejido periapical que rodea la raiz del
diente. Al hacer la extraccion del diente necrético afectado, aparece
una bolsa de tejido granulomatoso pegada al apice de la raiz.

Encia: referido al tejido que envuelve al diente en su conjunto y que

tras la exodoncia de éste se desgarra parte de aquél.
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La distribucién global de las 112 muestras recogidas, su peso en gramos, el
tipo de tejido recogido y la nomenclatura dentaria seguin la FDI de los dientes
sujetos a extraccion se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Tipo de tejido recogido en cada muestra de diente y su peso en gramos.

lee:tia Diente 'I;:i(; (;loe Peso(g) . Ml‘l‘legt‘;a Diente 1.;:;; ‘;loe Peso (g)
1 28 PS 0,0311 7 21 18 PS 0,0008
2 28 E 0,0440 11 22 18 PS 0,0043 -
3 38 PI 0,0880 23 36 E 0,0270
4 17 PI 0,0023 7 24 38 PS 0,0203
5 46 G 0,0003 > 25 48 PS 0,0028 ~
6 11 PI 0,0005 I 26 48 PS 0,0114 <
7 14 G 0,0003 / 27 18 PS 0,0068 T
8 25 G 0,0026 28 48 PS 0,0080 4
9 36 E 0,0116 - 29 15 PI 0,0092
10 23 G 0,0100 30 48 PS 0,0049 -
11 38 PS 0,0743 31 37 E 0,0142 =
12 28 PS 0,0074 - ! 32 16 PI 0,0117 ~
13 26 PI 0,0028 ° 33 25 PI 0,0049 *
14 48 PS 0,0029 - 34 38 PS 0,0078 1
15 38 PS 0,0034 - 35 46 G 0,0182 -
16 38 PS 0,0054 36 42 PS 0,0012 ~
17 38 PS 0,0167 37 31 G 0,0043
18 46 PI 0,0075 38 32 E 0,0032 -
19 28 PS 0,0109 39 18 PS 0,0106
20 18 PS 0,0057 - 40 17 PS 0,0203

PS: Pulpa Sana; PI: Pulpa Inflamada; E: Encia; G: Granuloma; RR: Resto Radicular
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Tabla 2. Continuacion.

N° de Tipo de N° de Tipo de

Muestra Hiemte Tejido Peso (2) Muestra N Tejido Peso (2)
41 28 E 0,0210 " 77 15 E 0,0090 /
42 28 PS 0,0079 78 38 PS 0,0640
43 28 E 0,0151 % 79 16 G 0,0859
44 18 PS 0,0058 4 80 16 G 0,0094
45 18 PS 0,0176 / 81 16 E 0,0329
46 28 G 0,0131 ° 82 16 G 0,0008
47 38 PS 0,0040 7" 83 17 E 0,0127
48 38 PS 0,0017 ' 84 18 PS 0.0014
49 18 PS 0,0096 85 18 PS 0,0200
50 28 PS 0,0103 - 86 37  pureourto  0,0152
51 18 PS 0,0121 87 37  pureouTo  0,0005 |
52 48 PS 0,0169 88 12 PS 0,0017 '
53 18 PS 0,0154 2" 89 25 PS 0,0162
54 28 PS 0,0142 / 90 26 E 0,0120
55 38 PS 0,0153 / 91 26 E 0,0063
56 48 PS 0,0445 92 23 PI 0,0038
57 18 PS 0,0203 93 11 E 0,0053
58 28 PS 0,0230 94 15 PI 0,0088
59 28 E 0,0221 95 17 PS 0,0014
60 15 PI 0,0021 / 96 17 puLpoLITO  0,0083
61 14 PI 0,0024 77 97 46  PurpoLITO  (,0098
62 RR G 0,0436 98 28 PS 0,0018
63 RR E 0,0300 99 12 PI 0,0026 -
64 16 PS 0,0104 / 100 12 E 0,0143
65 17 PI 0,0078 101 36 E 0,0478
66 36 E 0,0339 102 36 G 0,1006
67 38 PS 0,0082 103 46 G 0,1332
68 38 E 0,0331 4 104 46 G 1,0794
69 48 PS 0,0074 . 105 46 G 0,0735
70 27 PI 0,0030 - 106 46 G 0,0017
7 17 E 0,0312 107 24 PS 0,0056
7 17 PI 0,0067 108 28 PS 0,0012
73 16 PI 0,0003 / 109 14 PS 0,0010
74 13 PI 0,0077 110 25 PS 0,0006
75 24 PI 0,0030 111 24 PI 0,0102
76 15 PI 0,0003 / 112 38 PS 0,0102

PS: Pulpa Sana; PI: Pulpa Inflamada; E: Encia; G: Granuloma; RR: Resto Radicular
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4.2.- TRATAMIENTO ANTIBIOTICO.

Los pacientes sometidos al estudio fueron tratados antes de la intervencion con
el antibiético Bremon® (Laboratorios PENSA Esteve. Barcelona) 250 mg de
claritromicina dos veces al dia (cada 12 horas) durante un minimo de cuatro
dias.

Los laboratorios Abbott (lllinois, USA) poseen la patente mundial de la
claritromicina por lo que nos pusimos en contacto con ellos a través de su
delegacién espariola en Madrid para conseguir el principio activo claritromicina
necesario para la posterior determinacion del antibético en las muestras
recogidas.

4.2 .1.- Antibioticos macrélidos: Claritromicina.

Los macrélidos son un gran grupo de antibiéticos derivados, principalmente, de
Streptomyces spp. y que poseen un anillo lacténico macrociclico comun al que
se le une uno o mas azucares. Todos ellos son bases débiles ligeramente
solubles en agua. Sus propiedades son muy similares y en general tienen una
baja toxicidad y un espectro similar de actividad antimicrobiana con resistencias
cruzadas entre los miembros del grupo. Los macrélidos son bacteriostaticos o
bactericidas dependiendo de la concentracion y del tipo de microorganismo y
actuan interfiriendo la sintesis proteica bacteriana. Su espectro antimicrobiano
es similar al de las penicilinas pero son activos también frente a otros
organismos tales como Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumonie y
algunas rickettsias y chlamydias [Esplugues y cols., 1993; Kanfer y cols., 1998].

Los macrdlidos (y los farmacos relacionados con ellos como las lincosamidas y
las estreptrograminas) tienen un efecto postantibiético consistente en que la
actividad antibacteriana continua después de que la concentracion disminuya

por debajo de la concentracién minima inhibitoria [Martindale, 2002].
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4.2.2 .- Estructura Quimica.

La claritomicina es un polvo liofilizado aglutinado de color blanco o blanquecino
practicamente inodoro y de sabor amargo. Es practicamente insoluble en agua,
muy poco soluble en heptano y ligeramente soluble en etanol, metanol y
acetonitrilo; algo soluble en isopropanol y dietil éter, soluble en acetona y muy
soluble en cloroformo. El pH de una suspension al 0,2% de una mezcla con
agua y metanol (19:1) estaentre un 7,5y 10,0.

La claritromicina (6-O-metil-eritromicina A) es un nuevo macrélido con un
amplio espectro de actividad antibacteriana. El esqueleto comun de los
macrolidos es un anillo lacténico macrociclico (anillo de 14 miembros para
eritromicina y claritromicina, y de 15 miembros para azitromicina) con unién de
diversos deoxiazucares.

La claritromicina (C3gHgoNO13) es un macrélido semisintético derivado de la
eritromicina A. La eritromicina (C3s7He7NO13) fue descubierta en 1952 por
McGuire y colaboradores en los productos metabélicos de una cepa de
Streptomyces erythreus obtenida originalmente de tierra reunida en el
archipiélago filipino [Alvarez-Elcoro y Enzler, 1999]. La estructura quimica de la
claritromicina es, en su base, muy similar a la de la eritromicina A de la cual
deriva. Se trata de una polihidroxilactona que contiene dos azlcares. La
porcion (aglicona de la molécula, eritranolida, es un anillo lacténico de 14
atomos dé carbono. Un aminoazucar, D-desosamina, se une a la posicion C5
del anillo lacténico a través de un enlace B-glicosilico. La amina terciaria de la
desosamina confiere un caracter basico a la eritromicina y sus derivados.
Debido a este grupo se han derivado un buen nimero de sales Acidas del
antibiético. Un segundo azucar, L-clanidosa, se une a la posicién C3 del anillo
lacténico a través de un enlace B-glicosilico.

{0\ i o - ~ LAL 1 . .' A 2

>)
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ERITROMICINA

La claritromicina difiere de la eritromicina unicamente en la metilacién del
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y la azitromicina se diferencia por la adicion de un atomo de nitrégeno metilo

sustituido en el anillo de lactona.
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Los antibioticos macrélidos de uso clinico pueden ser convenientemente
clasificados en tres grupos basandose en el nimero de atomos de carbono en
el anillo lactonico; tienen 14 atomos las eritromicinas AB,CDE y F,
oleandomicina, roxitromicina, diritromicina, claritromicina y fluritromicina
mientras que la azitromicina se compone de 15 atomos y con 16 atomos de
carbono se incluyen la josamicina, rosaramicina, rokitamicina, kitasamicina,

mirosamicina y espiramicina.

4.2.3.- Modo de accion.

Los antibioticos macrolidos son compuestos bacteriostaticos que inhiben la
sintesis de proteinas al ligarse en forma reversible a subunidades ribosémicas

50 S de microorganismos sensibles [Brisson-Néel y cols., 1988].

Se ha demostrado que la eritromicina interfiere en la unién del cloranfenicol,
que también actia en dicho sitio. No se ligan al farmaco algunos
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microorganismos resistentes a cambios mutacionales en sus componentes de
dicha subunidad ribosémica.

Se cree que la eritromicina no inhibe de manera directa la formacién de enlaces
péptidos, sino que mas bien bloquea la fase de translocacién, en la cual una
molécula de peptidil tRNA recién sintetizada se desplaza de un sitio aceptor en
el ribosoma al sitio donador [Amijo, 2003].

4.2 4 - Actividad antimicrobiana.

En la dltima década se han desarrollado derivados semisintéticos de la
eritromicina mas estables al medio acido como la roxitromicina, la claritromicina
y la azitromicina. Por lo tanto éstas demuestran mejor biodisponibilidad oral y
un comportamiento farmacocinético mas favorable.

La excelente capacidad de penetracion tisular (concentraciéon en tejidos de 2 a
10 veces superiores a las de eritromicina) y el perfil de tolerancia similar al de
otros antibiéticos utilizados (ampicilina, amoxicilina, josamicina, etc) hace de la
claritromicina un antibiético de elecciéon en el tratamiento de las infecciones
respiratorias, cutaneas y de tejidos blandos [Mediavilla y cols., 2003; Chambers,
2002].

De igual manera, con su actividad frente a cocos comunes grampositivos y
gramnegativos estos nuevos macrélidos han ganado interés por su actividad
frente a patégenos atipicos como el Helicobacter pylori y su terapéutica eficaz
en la ulcera péptica asociada a este germen, asi como las indicaciones en el

ambito de la patologia bucal [Montgomery, 1998].

La claritromicina y la azitromicina tienen un espectro antibacteriano similar a la
eritromicina excepto que aquellos poseen mayor actividad frente a bacterias
anaerobias [Montgomery, 1998]. La claritromicina es de dos a cuatro veces mas
activa que la eritromicina contra la mayoria de estreptococos y estafilococos
siendo las concentraciones minimas inhibitorias (CMis) generalmente de dos a
cuatro veces inferiores a las de la eritromicina [Montgomery, 1998; Chambers,
2002].
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En términos generales se considera que los microorganismos son sensibles a
la claritromicina (y también a la azitromicina) a concentraciones inhibidoras
minimas (limites de CIM) < 2 pug/ml. Una excepcioén es H. Influenzae con CMI
en limites < 8 ug/ml y <4 pg/ml, en relacién con claritromicina y azitromicina,
respectivamente [Perea, 1998].

La claritromicina ha demostrado actividad in vitro e in vivo frente a cepas de
bacterias y aislados clinicos. De esta manera la claritromicina tiene actividad
frente a las bacterias sensibles: Streptococcus agalactiae, Streptococccus
pyogenes, Streptococcus viridans, Streptococccus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Haemophilus parainfluenzae, Neisseria gonorrhoeae, Listeria
monocytogenes, Pasteurella multocida, Legionella pneumophila, Mycoplasma
pneumoniae, Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Chlamydia trachomatis,
Chlamydia pneumoniae, Branhamella (Moxarella) catarrhalis, Bordetella
pertussis, Borrelia burgdorferi, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens,
Peptococccus niger, Propionibacterium acnes, Bacteroides melaninogenicus,
Mycobacterium avium, Mycobacterium leprae, Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium  chelonae, = Mycobacterium  fortuitum,  Mycobacterium
intracellulare, Ureaplasma urealyticum. [Jansson y Kalin, 1987; Hardy y cols., 1988;
Waites y cols., 1988; Chirgwin y cols., 1989; Garcia de Lomas y cols., 1990; Ferreruela
y cols., 1990; Segreti y Kapell, 1996; Chan y cols., 1994].

En el Hombre se ha encontrado que el principal metabolito hepatico de la
claritromicina, el 14-hidroxi-claritromicina es también activo y puede mejorar la
actividad de la claritromicina in vivo especialmente frente a Haemophilus

influenzae.
La claritromicina, asi como la azitromicina, poseen también actividad contra

algunos protozoos por ejemplo Toxoplasma gondii, Cryptosporidium y especies
de Plasmodium [Chambers, 2002].
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4.2.5 - Resistencias.

La resistencia adquirida a macrélidos por lo general depende de uno de estos
tres mecanismos: 1) flujo de salida del medicamento por medio de un
mecanismo de bomba activa como en el caso de estafilococos, estreptococos
del grupo A; 2) produccién inducible o constitutiva de una enzima metilasa que
modifica el blanco ribosémico, que da pié a decremento de la unién al farmaco,
la denominada proteccién ribosémica mediada por expresiéon de ermA, ermB,
ermC,. y 3) hidrolisis de macrolidos por esterasas producidas por
Enterobacteriaceae [Barthélémy y cols., 1984]. Los genes erm confieren el
fenotipo MLSg, lo que indica resistencia a macrélidos, lincosamidas y
estreptograminas tipo B, todos los cuales tienen el mismo sitio de union
ribosémico, cuya modificacién por metilasa origina resistencia. Las mutaciones
cromasoémicas que alteran una proteina ribosémica 50 S constituyen un cuarto
mecanismo de resisitencia encontrado en Bacillus subtilis, especies de

Campylobacter y cocos gram positivos.

Dado que los mecanismos que producen resistencia a la eritromicina afectan a
todos los macrdlidos, la resistencia cruzada entre ellos es completa. La
prevalencia de resistencia a macrélidos entre aislados de estreptococos del
grupo A, que puede ser de hasta el 40%, se relaciona con el cosumo de
antibiéticos macrélidos dentro de la poblacion [Sephéréﬁ;dégls., 1997; Esposito y
cols., 1998]. La resistencia a macrdlidos entre S. Pneumoniae se relaciona con
resistencia a la penicilina. La incidencia de resistencia a claritromicina y otros
macrélidos es mayor entre las cepas resistentes a la penicilina que entre las
cepas sensibles a ésta; solo 5% de las cepas sensibles a penicilina son
resistentes a macrolidos, en tanto 60% de las resistentes a penicilina también

lo son a macrélidos [Appelbaum y cols., 1996; Barry y cols., 1997; Thornsberry y
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4.2 .6.- Farmacocinética.

4.2.6.1. La claritromicina se absorbe rapidamente del tubo digestivo tras la
administraciéon oral y experimentar el metabolismo rapido de primer paso. La
biodisponibilidad absoluta de los comprimidos de 250 mg es de
aproximadamente del 50%.

La presencia de alimentos en el tracto digestivo no afecta la biodisponibilidad
global del farmaco, aunque puede retrasar ligeramente la absorcion de éste.

Las concentraciones maximas en equilibrio en plasma son de 2 a 3 pg/ml
después de 2 horas de recibir un régimen de 50 mg cada 12 horas 6 de 2 a 4
horas después de la administracion de dos tabletas de 500 mg, de liberacion
prolongada, una vez al dia [Fraschini y cols., 1993]. En concreto, con una pauta
de tratamiento de 500 mg cada doce horas, las concentraciones plasmaticas
maximas en equilibrio estacionario para claritromicina y el metabolito

hidroxilado fueron 2,7-2,9 ug/ml y 0,83-0,88 ug/ml, respectivamente.

Tras una Unica dosis de 250 mg por boca, las concentraciones maximas de
claritromicina y su principal metabolito activo el 14-hidroxiclaritromicina oscilan
entre 0,6 y 0,7 pg/ml, respectivamente [Rodvold, 1999]. Administrando una dosis
de 250 mg cada doce horas, las concentraciones plasmaticas maximas en
estado de equilibrio se obtienen a los 2 a 3 dias y son aproximadamente 1
pg/ml para claritromicina y 0,6 pg/ml para 14-hidroxiclaritromicina.

En estado de equilibrio, los niveles de metabolito no aumentan
proporcionalmente con la dosis de claritromicina y las vidas medias aparentes
de claritromicina y el metabolito hidroxilado tienden a ser mayores con dosis
altas, lo que indica un comportamiento farmacocinético no lineal y dependiente

de la dosis.

4.2.6.2. Después de la absorcion, la claritromicina pasa por un metabolismo
rapido de primer paso hasta que se produce su metabolito activo mas

importante, el 14-hidroxiclaritromicina.
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Ambos medicamentos se distribuyen de manera amplia en todo el cuerpo y
alcanzan concentraciones intracelulares altas. Las de los tejidos por lo general
exceden las cifras séricas [Fraschini y cols., 1991, Honeybourne y cols., 1994,
Rodvold, 1999]. Destacamos el estudio de Honeybourne y cols. en 1994 en el
que investigaron la penetracion de claritromicina y su metabolito principal 14-
hidroxiclaritromicina en tejido pulmonar, tras la administracion oral de 500 mg
dos veces al dia en 10 pacientes sometidos a broncoscopia diagnéstica. La
concentracion media de claritromicina en macréfagos alveolares fue de mas de
nueve veces su concentracién media en suero, procediendo a la medida una
media de 4,25 horas después de la séptima dosis. Las concentraciones medias
en la mucosa bronquial y en el tejido de revestimiento epitelial fueron cuatro
veces superiores a las del suero.

A dosis terapéuticas, la unién a proteinas plasmaticas es alrededor de un 70%.

4.2.6.3. La claritromicina es eliminada por mecanismos renales y metabodlicos.
Es metabolizada en el higado hasta generar varios metabolitos, de los que el
mas importante es el 14-hidroxi activo, para ser excretada por las heces. La
intensidad del metabolismo al parecer es saturable y quizas explique la
farmacocinética no lineal con dosis mayores [Chu y cols., 1992]. Las vias
metabélicas primarias son la de N-desmetilacion oxidativa y la hidroxilacion
estereoespecifica en la posiciéon 14 del anillo eritronélido. La vida media de la
claritromicina y de la 14-hidroxiclaritromicina es de 3 a 7 horas y de 5 a 9 horas,
respectivamente, aunque después de la dosis de mayor tamafio se observa la
prolongacion de este parametro.

La cantidad de claritromicina intacta que se excreta por la orina varia de 20 a
40 % segun las dosis administradas y la presentacién (tableta en comparacion
con suspension oral). En la orina, se excreta de un 10 a un 15% adicionales de
la dosis en forma de 14-hidroxiclaritromicina y otros metabolitos. La

claritromicina se excreta, asi mismo, por la leche materna [Arco y Flérez, 2003].
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La farmacocinética de la claritromicina se altera en individuos con disfuncion
hepatica o renal, pero no se necesita ajustar las dosis salvo que la persona

tenga grave disfuncion renal (depuracion de creatinina menor de 30 mi/min).
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4.2.7 .- Toxicidad e interacciones farmacologicas.

Como para la eritromicina, los transtomos gastrointestinales (codlicos
abdominales, nauseas, vomitos y diarrea) son los efectos adversos mas
frecuentes aunque si bien son, generalmente, de caracter mas ligero y menos
frecuente que lo pueden ser para la eritromicina. Existe descrito un caso de
colitis pseudomembranosa asociada con Clostridium difficile desarrollada en un

l P VT e,
5 YO ko), ) [

nifio en tratamiento con claritromicina [Braegger y Nadal, 1994]. XA C S o a
- .

[V

o Liniéo ¢ADI DA

Se han descrito también durante el tratamiento con la claritromicina la aparicion
de alteraciones del gusto, estomatitis, glositis, moniliasig’oral y decoloraciones
dentales asi como pérdida de audicion y opacidades comeales que
normalmente son reversibles después de la interrupcion del tratamiento
[Bagan, 1994; Crout, 1996; Lopez y cols., 1996].

Como ocurre con otros macroélidos, se ha descrito para la claritromicina la
aparicién poco frecuente de disfuncién hepatica con aumento transitorio de las
enzimas hepaticas y hepatitis colestatica y/o hepatocelular con o sin ictericia.
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Se ha informado sobre la aparicion de efectos adversos transitorios del sistema
nervioso central, que van desde vision borrosa, ansiedad, insomnio vy
pesadillas hasta confusion, alucinaciones y psicosis [Gomez-Gil y cols., 1999]; sin

embargo no se ha establecido una relacién causa efecto.

Raras veces la administracion de claritromicina se ha asociado con arritmias
ventriculares incluyendo taquicardia ventricular y Torsades de pointes en
pacientes con el intervalo QT prolongado. En concreto, esta alteracion ha sido
notificada en dos pacientes, uno de los cuales tenia afectada la funcién renal,

el otro tenia afectada la funcion hepatica y ambos con enfermedad cardiaca lo
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cual podria incrementar su susceptibilidad a esos efectos indeseables
[Leey cols., 1998].

Oftros efectos adversos asociados con la administracion de la claritromicina
incluyen hipoglucemia y trombocitopenia [Price y Tuazon, 1992]. De forma muy
rara se ha informado de casos de nefritis intersticial y fallo renal.

La administracién por via intravenosa puede causar flebitis y dolor en el lugar
de la inyeccion. Se requiere precaucion en la administracién de la claritromicina
en pacientes con afectacién de la funcién renal y/o hepatica, debiendo reducir

las dosis en aquellos sujetos con afectacion renal severa.

No deberia administrarse claritromicina durante el embarazo debido a que no
se ha establecido la inocuidad de la claritromicina durante la lactancia y el
embarazo si bien si se ha demostrado en estudios con animales que elevadas
dosis estan asociadas con toxicidad embrionaria. De esta manera es. el
facultativo el que debe sopesar ciudadosamente, antes de prescribir la
claritromicina a mujeres embarazadas, los posibles beneficios obtenidos frente

al riesgo potencial sobre todo durante los tres primeros meses de embarazo.

Cuando la claritromicina se administra conjuntamente con el omeprazol se ha
descrito la aparicién de una coloracion reversible de la lengua.
Otros efectos adversos incluyen dolores de cabeza, erupciones cutaneas y

sindrome de Ste\(ens-Johnsqg [Cos y Flérez, 2003].
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Tanto la eritromicina como la claritromicina causan interacciones
medicamentosas clinicamente importantes [Periti y cols., 1992]. Se han sefialado
que potencian los efectos de astemizol, carbamazepina, corticosteroides,
ciclosporina, digoxina, alcaloides del cornezuelo de centeno, terfenadina,
teofilina, tiazolam, @Réf&y warfarina, tal vez al interferir en el metabolismo
de estos farmacos, rﬁ‘eﬁi;;jo por el citocromo P450 [Ludden 1985; Martell y cols.,

1986; Honig y cols., 1992; Mediavillay cols., 2003].
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4.3.- RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Las muestras recogidas a los pacientes se distribuyeron de manera sistematica
en 8 subgrupos conforme al tiempo transcurrido desde la ultima toma de
antibiético y la hora de recogida de la muestra (grupo 1 a la primera hora tras la
dltima administracion, grupo 2 a la segunda hora de la Gltima administracion,
..... grupo 4 a la cuarta hora de la ultima administracion, ......grupo 8 tras ocho
horas de la ultima administracion,....... ); de igual manera fueron recogidas
muestras “blancas”, es decir, muestras sin estar tratadas previamente con el
antibidtico claritromicina necesarias para la puesta en marcha de la técnica
analitica, hasta un total de 112 muestras (Grafica 1).

La metodologia seguida para la obtencion de los especimenes fue la siguiente:

Tras la extraccion, el diente se corté mediante una incisién profunda en sentido
transversal en el limite amelo-cementario o corono-radicular con una turbina
usando una fresa de odontoseccién (Komet H254) con abundante refrigeracion
mediante aire y agua sin desgarrar tejido pulpar intradentario. A través de la
incision y con la ayuda de un botador Winter, se partié el diente en la camara
pulpar dejando expuesta la pulpa. Mediante la ayuda de limas Hedstrom (n® 20
y 25 de Maillefer) se extirp6 el tejido pulpar radicular y con una cucharilla
pequea (5/6 de Maillefer), se extrajo el conjunto del tejido pulpar. Si la muestra
recogida era una encia o un granuloma, se tomé mediante la ayuda de una
cureta universal (Gracey 3/4R de Hu-Friedy) que permitié recoger entero el

tejido correspondiente.
Las muestras se depositaron en tubos Ependorf de 2ml de capacidad, que
previamente habian sido etiquetados, pesados y tarados mediante una

balanza analitica (Sartorius BP 210S de 210g x 0,19).

Los tubos etiquetados y pesados se congelaron a -85°C hasta el momento de
su analisis en un congelador (Nuaire —85° C ultraflow Freezer. Mod NU-6511E).
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De las 112 muestras recogidas, 72 fueron utilizadas para la determinacion de la
claritromicina en los tejidos estudiados; en realidad eran un total de 76 pero
quedaron inutilizadas cuatro muestras correspondientes a los niimeros 3, 38,
69 y 76 (Grafica 2) mientras que las restantes 36 muestras (desde la niimero
84 a la 112 inclusive y las numeros 25, 30, 45, 47, 55, 60 y 67) incluyendo los
blancos, se usaron para llevar a cabo la técnica adecuada mediante la que se
analizarian las muestras (Grafica 3).
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Numero de muestras recogidas

Grafica 1. NOmero de muestras recogidas
a las diferentes horas desde la ultima

dosis administrada. n=112
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Grafica 3. NOmero de muestras recogidas
usadas para la preparacion de la técnica
analitica. n=36
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La distribucién de los diferentes tipos de tejidos recogidos y su relacién con el
tiempo de recogida de las muestras tras la Ultima dosis en el total de las 112
muestras recogidas asi como la distribucién correspondiente a aquellos tejidos
recogidos para la determinacién del antibiético claritromicina (n=72) y de
aquellos destinados a desarrollar la técnica analitica (n=36) se exponen en las
graficas 4, 5y 6 y en las tablas 3,4 y 5.

De las 112 muestras recogidas, 73 pertenecian a pacientes procedentes del
Hospital General Universitario de Valencia, mientras que 39 lo eran de
pacientes vinculados al Centro de Especialidades de Aldaya (Valencia) (Gréfica
7).

4.4.- TRATAMIENTO ANALITICO DE LA CLARITROMICINA.

La técnica analitica utilizada para la determinacion de claritromicina en la pulpa
dental fue la cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa, acoplada
a la espectrometria de masas con ionizacién por electrospray a presion
atmosférica.

A lo largo de la presente memoria, y por motivos de comodidad, nos referimos
a dicha técnica simplemente como HPLC-MS, haciendo hincapié en que nos
estamos refiriendo en todo momento a la espectrometria de masas con
ionizacién por electrospray y utilizando como analizador un sistema de trampa
iénica o ion trap.

Es necesaria esta aclaracién ya que en el campo de la espectrometria de
masas existe una gran variedad de técnicas de ionizacion (impacto electrénico
—El-, desorcién laser asistida por matriz —MALDI-, termoespray ~TSP-,
bombardeo con atomos rapidos —FAB-, etc) y de tipos de analizadores
(sectores magnéticos, cuadrupolos, trampas i6nicas, analizadores de tiempo de
vuelo, etc.) algunas de cuyas combinaciones permiten hablar también de

espectrometria de masas en tandem, MS", donde n es el numero de

generaciones de iones fragmento que se analizan.
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Grafica 4. Relacion de tejidos recogidos en
las 112 muestras.
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Grafica 5. Relacion de tejidos
recogidos para la determinacion de la
claritromicina en las 72 muestras.
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Grafica 6. Relacion de tejidos recogidos
para la preparacion de la técnica analitica
en las 36 muestras.
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Tabla 3. Relacién del tipo de tejido recogido (y blancos) en las diferentes horas

de recogida de las muestras en el total de los especimenes.

120

Tiempo (horas)/ Tipo | Pulpa Pulpa |Encia | Granuloma| Pulpolito | TOTAL
de tejido Sana Inflamada
1 2 2 2 3 0 9
2 8 3 2 2 1 16
4 3 0 2 0 0 S
8 3 3 1 1 0 8
12 13 9 5 3 0 30
24 11 = 2 0 0 15
36 P 0 1 0 0 3
72 0 1 1 0 0 2
BLANCOS 11 1 4 5 ? 24
TOTAL 53 21 20 14 4 112
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Tabla 4. Relacion del tipo de tejido recogido en las diferentes horas de

recogida de las muestras en los 72 especimenes usados para la determinacién

del antibiético claritromicina.

121

Tiempo (horas)/ Tipo | Pulpa Pulpa Encia Granuloma | TOTAL
de tejido Sana Inflamada
1 1 0 1 3 >
2 6 3 1 2 12
4 3 0 L 0 S
8 3 3 1 1 8
12 9 7 5 3 24
24 9 2 2 0 13
36 2 0 1 0 3
72 0 1 1 0 2
TOTAL 33 16 14 9 72
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Tabla 5. Relacion del tipo de tejido recogido (y blancos) en las diferentes horas

de recogida de las muestras en los 36 especimenes usados para la

preparacion de la técnica analitica.

o

Tiempo (horas)/ | Pulpa Sana Pulpa Encia | Granuloma | Pulpolito | TOTAL
Tipo de tejido Inflamada

1 1 1 1 0 0 3

2 2 0 0 0 1 3

4 0 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0

12 3 1 0 0 0 4

24 2 0 0 0 0 2

36 0 0 0 0 0 0

72 0 0 0 0 0 0
BLANCOS 11 1 4 > 3 24
TOTAL 19 3 -~ 5 4 36
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Grafico 7. Relacién del nimero de pacientes y
muestras recogidas en los dos centros de
referencia.

B Centro de Especialidades
B Hospital General
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4.4 1.- Técnicas de analisis.
4.4.1.1. Cromatografia liquida de alta resolucién [Yost y cols., 1981].

La cromatografia es un método fisico’de separaciéon en el cual los distintos
compuestos a separar se distribuyen entre dos fases, una de ellas es una fase

estacionaria, mientras que la otra, fase movil, fluye a través de la anterior.

La separacién de los d,isfintos compuestos tiene lugar mediante procesos de
¢
ik -z .7 - -
reparto y de /storc: n-tdesorciéon de los diversos analitos a lo largo de la fase

estacionaria. En consecuencia la separacién de estos dependera de las
diferentes afinidades por las dos fases.

En la cromatografia liquida en fase reversa (o inversa) la fase estacionaria es
de naturaleza apolar (generalmente cadenas de hidrocarburos de 8 6 18
atomos de carbono, enlazados sobre un soporte de silice) mientras que la fase
movil es un liquido (o mezclas) de naturaleza polar, de tal manera que cuanto
mas apolar sea un analito, mayor sera su retencion en la fase estacionaria. En
el caso de la cromatografia liquida en fase normal, la naturaleza de las fases es
la contraria, con lo que las moléculas polares quedan mas retenidas en la

columna.

Una vez se ha producido la separacion de los diferentes analitos se procede a
su deteccion mediante el uso de un detector adecuado, generalmente un
detector ultravioleta de longitud de onda fija o de diodos, de fluorescencia, de
radioactividad, etc, o bien como ha sido utilizado en el presente trabajo, un

espectrometro de masas.
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4.4.1.2. Espectrometria de masas.

Un espectrometro de masas es un instrumento analitico que permite determinar
la masa molecular de una sustancia o sustancias, separando los diversos iones
segun su relacion masal/carga (m/z). Los iones son generados induciendo la
ganancia o pérdida de una carga en la molécula, por ejemplo un electrén, un
protén, etc. Una vez generados, los iones son separados segun su m/z vy,
finalmente, detectados.

El primer espectrometro de masas se debe a J.J. Thomson en 1912. Cuando
éste estudiaba las propiedades de los “rayos positivos” mediante la aplicacion
de un campo magnético y un campo eléctrico superpuestos, logré la separacion
de los is6topos del neén. EI mismo Thomson unos afos antes, concretamente
en 1897, ya habia descubierto el electron y determinado su relaciéon
masal/carga [Griffiths, 1997; Sears y cols., 1986].

Todos los espectrometros de masas constan de tres partes: una fuente donde

se generan los iones, uno o varios analizadores y un detector.

Los mecanismos de ionizacion mas frecuentes son el impacto electronico (El),
la ionizacién quimica a presiéon atmosférica (APCI), el electrospray (ESI), la
desorcion laser asistida por matriz (MALDI), el termoespray (TSP) y el
bombardeo con atomos rapidos (FAB), si bien no son los Unicos.

Dentro del campo de los analizadores, los mas frecuentes son los analizadores
de cuadrupolos, sectores magnéticos, de tiempo de vuelo, trampas iénicas y

analizadores de resonancia iénica ciclotronica.
En cuanto a detectores, uno de los mas ampliamente utilizado hoy en dia es el

multiplicador de electrones, conocido como “channeltron” (channel electron

multiplier).
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A continuacién y de manera sucinta se procedera a la descripcién de la técnica
de ionizacién conocida como electrospray, del analizador de trampa i6nica o
ion trap y del detector “channeltron”, ya que fueron el mecanismo de ionizacion,
el analizador y el detector, respectivamente, utilizados para llevar a cabo la
determinacién de claritromicina en encia, granuloma y pulpa dental, uno de los

objetivos de la presente tesis.

A pesar de que el estudio del fenémeno que hoy se conoce con el nombre de
electrospray comenzé en 1745 con los trabajos de G. M. Bose y continud a
comienzos del siglo XX con Zeleny,‘ las investigaciones que culminaron en la
utilizacién del electrospray como un método de ionizacidn para espectrometria
de masas, son debidas a Malcom Dole y su equipo. Fue a finales de los
sesenta y principios de los setenta del siglo pasado cuando este grupo de
investigadores estudi6 y propuso la evaporacion de goticulas cargadas como
mecanismo de formacion de iones en fase gaseosa a partir de iones en
solucién [Smith y cols., 1990]. Estos investigadores lograron la produccién de
finos aerosoles, aplicando un campo eléctrico lo suficientemente fuerte en el
extremo de un capilar a través del cual fluia una solucién diluida de poliestireno
en una fuente con atmésfera de nitrégeno y a presién atmosférica. Al aplicar
una diferencia de potencial de varios kilovoltios entre el extremo del capilar y
las paredes de la camara de ionizaciéon se forma una nebulizacién de gotas

cargadas.

Al producirse la evaporacion de las moléculas del disolvente de las gotas, va
aumentando la densidad de carga en la superficie hasta el punfo en que las
fuerzas de repulsion electrostatica, fuerzas de Coulomb, son mayores que la
tension superficial que mantiene la integridad de la gota, punto que se conoce

como limite de Rayleigh.

Como resultado, la gota se fracciona dando lugar a una nueva generacion de

goticulas cargadas {Dole y cols., 1968].
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Si este proceso se fuera repitiendo sucesivamente se llegaria a la formacion de
goticulas tan pequefas que contendrian, postula Dole, una sola molécula del
analito, que tras la evaporacion de las ultimas moléculas del disolvente daria
lugar a un ion en fase gaseosa. Estas investigaciones fueron el comienzo de lo

que se convertiria pocos afios después en una poderosa herramienta analitica.

Una década después (1983) y basandose en sus anteriores trabajos, Iribarne y
cols. disefiaron una fuente capaz de producir iones intactos en fase gaseosa y
a presion atmosférica. Para ello habia que introducir una solucién de

electrolitos a través de un capilar y producir un espray con un gas.

Durante el proceso de formacién del espray las gotas quedaban cargadas de
forma aleatoria, positiva o negativamente. Era necesario, no obstante, colocar
un electrodo cerca de la punta del capilar nebulizador con el fin de seleccionar
la carga de las gotas. Una vez que los iones abandonaban las gotas, eran
dirigidos al interior del espectrometro de masas a través de un pequeiio orificio,

no sin antes atravesar una cortina de gas con el fin de“desolvatarios.

Posteriormente, mediante un sistema de lentes electrostaticas y de dos etapas
de vacio, los iones entraban en un cuadrupolo y eran detectados mediante un
multiplicador de electrones. Los creadores bautizaron Ila técnica como
“evaporacion de iones a presion atmosférica” (APIE) y fue aplicada con éxito en
el andlisis de un gran niumero de compuestos [Iribarne y cols., 1983]. |

En 1984 los investigadores Masamichi Yamashita y John B. Fenn, interesados
en las investigaciones llevadas a cabo por Malcom Dole quince éﬁos atras,
disefiaron la fuente de electrospray que hoy en dia conocemos. En la fuente
que ellos disefaron se introducia la muestra liquida a través de una aguja de
acero inoxidable de punta cénica sobre la que se aplicaba una diferencia de
potencial de entre 3 y 10 kV con respecto a tierra.

A una distancia de entre dos y tres centimetros se colocaba el plato que
contenia el orificio por el que los iones pasan hacia el interior del espectrometro
de masas. Entre la aguja y el plato circulaba una corriente de nitrégeno a una
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presiéon préxima a la atmosférica, con el objeto de arrastrar los vapores del

disolvente y evitar agregados con las moléculas del analito.

Una vez atravesado el orificio, los iones entraban en una primera zona de
vacio; parte de la corriente de iones pasaba a través de una obertura conica,
skimmer, hacia una segunda zona de vacio donde estaba alojado el
cuadrupolo. Posteriormente los iones eran detectados mediante un

multiplicador de electrones o “channeltron” [Yamashita y Fenn, 1984].

En el presente trabajo, como queda dicho, el analizador utilizado fue la trampa
iénica o ion trap. Los diferentes elementos descritos de manera sucinta en el
apartado anterior como la fuente de iones, el capilar, las zonas de vacio, los
skimmers y los octopolos, estan disefiados para dirigir los iones hasta la
trampa. Nos podemos imaginar la trampa como una cavidad definida por tres
electrodos; uno de ellos con un orificio para la entrada de iones, otro con salida
hacia el detector y un tercero que rodea la cavidad en forma de anillo al que se

le llama electrodo anular.

Los iones producidos quedan atrapados o confinados mediante campos
eléctricos en la cavidad de la trampa idnica. Inmediatamente se genera una
rampa de radiofrecuencia aplicada al electrodo anular que rodea la camara. A
medida que aumenta el voltaje de radiofrecuencia, los iones aumentan la
amplitud de su movimiento oscilatorio inducido, con lo que llega un momento
en que son expulsados de la camara, saliendo de la misma para llegar al

detector.

Tras salir del sistema analizador, los iones son introducidos en el interior del
multiplicador de electrones conocido como CEM (Channel Electron Multiplier o
channeltron) debido al voltaje aplicado a la entrada de éste.

En este detector en particular, el voltaje de entrada se fija a —8000 v cuando se

detectan iones positivos, o bien a +4000 v cuando la deteccion es de iones

negativos. Cada ion que colisiona contra el detector origina una emision
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secundaria de electrones (pulso electronico) que son acelerados hacia el
interior del tubo debido la gradiente de potencial a lo largo de éste, originando
nuevas emisiones de electrones al ir colisionando con el material de que esta

recubierta la superficie del tubo.

El gradiente de potencial se consigue mediante la aplicaciéon de un segundo
voltaje en el extremo opuesto del CEM, de entre 2000 y 3000 v mas positivo
que el voltaje de entrada, de tal manera que un ion incidente puede originar la
emision de hasta 10° electrones (ganancia del detector). Se genera, pues, una
corriente (sefial) eléctrica que puede tener una duracién de hasta 15 ns. La
corriente pasa a través de un resistor, produciendo un pulso hegativo con forma
de campana cuya amplitud puede ser de hasta 4 v, dependiendo de las
condiciones del detector y de otros factores. Este pulso es amplificado en un
factor de 20 antes de entrar en el circuito del discriminador. La sefal es
comparada frente a un voltaje umbral (generalmente —100 mv), de tal manera
que, si la amplitud es inferior a este valor umbral, la sefial no es reconocida y
es tratada como ruido de fondo. Si la sefial es reconocida, sera digitalizada y
podra obtenerse una cuenta absoluta de los iones [Allué, 2004].

4.4.2 - Procedimiento de extraccion y condiciones cromatograficas.

El protocolo de extracciéon de la claritromicina se llevé a cabo basandose en

una modificacién de van Rooyen y cols. (2002)

Sobre las muestras se afiadieron 250 pl de suero salino (NaCl 0,9%) y se agito
la mezcla durante un minuto. Para disgregar la matriz se dejé 45 minutos en
bario de ultrasonidos (Branson mod. 5510) a 25 °C. ‘
s oluete k. fi0¢°

A continuacién se le afiadieron 250 ul de COsNaz (0,1M) y se agitd la mezcla
durante un minuto. Se procedi6 a trasvasar la mixtura a un tubo de centrifuga y
se afiadio la fase organica consistente en 3 ml de diclorometano/pentano (1/1),
se agitdé un minuto y se centrifugd (centrifuga Sorvall modelo RC5CPLUS) a

4500 rpm, 10 °C durante cuatro minutos. Se separd la fase organica y se

N H Oy bicoubope ¥
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afadieron otra vez 3 ml de diclorometano/pentano (1/1), se agitdé un minuto y
tras la centrifugacion se separ6 la fase organica y se adjunté con la anterior.
Tras un proceso de evaporacion (evaporador Zimark modelo turbovap LV
evaporator) de la fase organica a temperatura ambiente, se redisolvié la
mixtura en 0,5 ml de acetonitrilo y permanecié en bafio de ultrasonidos cinco
minutos a una temperatura de 25 °C. Por ultimo se procedi6 a filtrar la mezcla
en filtros de nylon de 0,45 p de tamano de poro y se pincharon, por dos veces,
5 pl en el cromatégrafo.

Las condiciones cromatograficas consistieron en un cromatégrafo liquido de
alta resolucién (HPLC) de la marca Agilent Series 1100 (Agilent, Palo Alto, CA).
Una columna Zorbax Eclipse XDB-C8 (Agilent, Palo Alto, CA) de 4,6 x 150 mm
y con un tamafio de particula de 5 p. La fase movil era una mezcla de
acetonitrilo / acido féormico 0,1% (70/30). La temperatura de la columna fue de
40 °C y el flujo de 0,5 ml/min. El tiempo de retencién (tr) fue de 2,4 minutos. El
detector de espectrometria de masas era de la marca Agilent Series 1100
LC/MSD mod. SL (Agilent, Palo Alto, CA) y se utilizé el modo EIC (extracted ion
chromatography) en el valor 748,5 m/z.

4.5.- ANALISIS DE LOS DATOS.

Los especimenes usados en la determinacion del antibiético macrélido
claritromicina fueron analizados en el Servicio de Apoyo a la Investigacion,
centro acreditado de la Universidad Publica de Navarra, basandonos en el

procedimiento totalmente validado descrito por van Rooyen y cols. en 2002.

Como queda dicho, el método analitico usado fue el HPLC con detector de
espectrometria de masas, siendo el limite de cu<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>