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“V si durmiervas? ;Y si en tu suerio, soniaras?
¢V si en tu suerio fuervas al cielo vy alli recogieras
una extrarvia vy hermosa flor? ;Y si cuando
despertaras tuvieras la flor en tu mano? Ah,

centonces qué?”

Samuel Taylor Coleridge
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INTRODUCCION

1.1. Opciones de tratamiento en el diente permanente

inmaduro con patologia pulpo-periapical

En dientes permanentes, la formacién radicular se completa entre 1 y
4 afios después de la erupcién del diente. Durante este periodo formativo, la
aposicién de dentina produce el estrechamiento de los conductos y el apice
se cierra con dentina y cemento, produciéndose una convergencia apical. La
aposicién de dentina fortalece las finas paredes radiculares disminuyendo el
riesgo de fractura radicular en el futuro (Camp 2008). Tanto un proceso
infeccioso endoddéntico como el traumatismo de un diente pueden producir la
necrosis del tejido pulpar que, en el caso de un diente permanente joven,
conllevaria la interrupcion del desarrollo radicular, dando como resultado
raices con menor longitud radicular, con apices anchos y abiertos, y paredes

delgadas y fragiles (Tziafas y Kodonas 2010).

Por tanto, es fundamental realizar un correcto diagnéstico del estado
de la pulpa dental, ya que el objetivo fundamental del tratamiento debe ser
mantener la vitalidad pulpar para que se pueda completar la formacién
radicular (Camp 2008). Dicho diagnéstico debe ser el resultado de sintetizar
la informacion obtenida a través de la anamnesis, exploracion clinica,

pruebas complementarias y examen radiol6gico (Pitt Ford y Patel 2004).

Sera imprescindible conocer las caracteristicas del dolor para
determinar el estado pulpar. El dolor provocado por estimulos térmicos,

guimicos o mecanicos que cesa al eliminar el estimulo, generalmente indica
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inflamacion pulpar reversible. Por el contrario, el dolor espontaneo y

duradero se asocia con una inflamacién pulpar irreversible o necrosis.

Ademas se habra de realizar una exploracién clinica minuciosa para
detectar caries, restauraciones defectuosas, dientes fracturados, con
movilidad o con cambio de color, cualquier inflamacion de los tejidos blandos
o presencia de abscesos (Camp 2008). Los traumatismos, las anomalias
dentales (diente evaginado) y la caries son la principal causa de necrosis
pulpar en dientes permanentes inmaduros (Berkhoff et al. 2014; Estefan et

al. 2016).

En cuanto a las pruebas complementarias, los tests de sensibilidad
pulpar eléctricos y térmicos evallan si se produce respuesta ante un estimulo
(Gopikrishna et al. 2009), es decir, si las fibras nerviosas de la pulpa pueden
responder a estimulos aplicados sobre el diente (Jafarzadeh y Abbott 2010).
Las pruebas térmicas se basan en la aplicacién de calor o frio a un diente
para determinar la sensibilidad a los cambios de temperatura. Las més
empleadas son las de frio (Gopikrishna et al. 2009): hielo, di6xido de
carbono, cloruro de etilo o diclorodifluorometano (Endo Ice), que, por motivos
medioambientales, ha sido desplazado por otros gases como el
tetrafluoroetano (Endo Ice verde) (Chen y Abbott 2009; Jafarzadeh y Abbott
2010; Pitt Ford y Patel 2004), siendo la temperatura la principal diferencia

entre ellas (Pitt Ford y Patel 2004).

Las pruebas de sensibilidad pulpar tienen un valor limitado en

pacientes jévenes ya que la respuesta puede variar en funcion del grado de
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maduracion radicular y porque los datos obtenidos pueden no ser validos
debido a la discutida fiabilidad de las respuestas de los nifios (Camp 2008),
especialmente en el caso de los test eléctricos (Fulling y Andreasen 1976).
De hecho, aunque en dientes con formacion radicular incompleta los tests de
frio parecen ser mas fiables que los eléctricos (Jafarzadeh y Abbott 2010),
algunos estudios han determinado que la edad influye significativamente en
la precision de los tests de sensibilidad pulpar con frio (Endo Ice verde)
(Jespersen et al. 2014). Por tanto, se recomienda utilizar ambas pruebas
conjuntamente, de manera que los resultados de una, puedan verificar los
de la otra, y complementarlas con radiografias (Gopikrishna et al. 2009;
Jafarzadeh y Abbott 2010). Otra forma de valorar el estado pulpar es a través
de los test de vitalidad pulpar que evalian el aporte vascular al diente
mediante flujometria por laser Doppler o pulsioximetria (Chen y Abbott 2009;
Gopikrishna et al. 2009), aunque no se utilizan de forma habitual (Jafarzadeh

y Abbott 2010).

Por dltimo, un buen examen radioldgico es clave para determinar el
grado de desarrollo radicular y detectar la posible existencia de radiolucidez

periapical o reabsorcion radicular (Camp 2008).

De acuerdo al estado pulpar se determina cual es el tratamiento mas
adecuado. Si la pulpa esta vital y no presenta una inflamacion irreversible, el
mantenimiento de la vitalidad pulpar permitira el desarrollo radicular continuo
(Shabahang 2013). La Academia Americana de Odontologia Pediatrica

(AAPD) (2016) considera la apicogénesis el desarrollo radicular fisiolgico
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continuo y formacion del apice radicular (Guideline on pulp therapy for
primary and immature permanent teeth 2016). Sin embargo, habitualmente
se utiliza este término para referirse al procedimiento de terapia pulpar vital
que se realiza para estimular el desarrollo fisiolégico continuo y la formacion
del final de la raiz (Asociacion Americana de Endodoncistas (AAE)) (AAE
Glossary of Endodontic Terms 2016). Por tanto, la formacién del apice en
dientes permanentes jOvenes Vvitales puede lograrse mediante la
implementacién de una terapia pulpar vital adecuada, debido a que la pulpa
en estos pacientes es mas celular y tiene mayor capacidad de recuperarse
de las lesiones (Shabahang 2013); proponiéndose diferentes tratamientos:
tratamiento pulpar indirecto (Guideline on pulp therapy for primary and
immature permanent teeth 2016), recubrimiento pulpar directo, pulpotomia

parcial o pulpotomia convencional (Shabahang 2013).

Tratamiento pulpar indirecto

El tratamiento pulpar indirecto es una técnica en la que se mantiene
una pequefia cantidad de dentina cariada blanda en las areas profundas de
la preparacion cavitaria, cuyo objetivo es evitar la exposicion pulpar
(Cohenca et al. 2013) y mantener la vitalidad pulpar, de forma que, en dientes
permanentes jévenes, continle la formacién radicular y se produzca la
apicogénesis. Estd indicado siempre que la pulpa se diagnostigue como
normal o en casos de pulpitis reversible y caries profunda cercana a la pulpa

(Guideline on pulp therapy for primary and immature permanent teeth 2016),
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cuya eliminacion podria provocar una exposicién pulpar (Innes et al. 2016;

Schwendicke et al. 2016b).

El grupo International Caries Consensus Collaboration (ICCC) se
reunié en 2015 para elaborar un documento de consenso sobre el manejo
de las lesiones de caries y ha establecido los principios que en la actualidad
deben guiar el proceso de eliminacién del tejido cariado (Innes et al. 2016):

- Preservar los tejidos dentales.

- Mantener la salud pulpar.

- Evitar la exposicion pulpar.

- Proporcionar unos margenes cavitarios sanos para lograr el
sellado periférico.

- EBvitar la ansiedad dental.

En lesiones de caries profundas en dientes permanentes (que
radiograficamente se extiendan hasta 1/3 0 1/4 de la dentina mas pulpar), se
recomienda la eliminacién selectiva hasta la dentina blanda o la remocién
por pasos. La eliminacién completa de la lesion cariosa para dejar solo
dentina dura en toda la cavidad, se considera sobretratamiento e implica
remocion de tejido que no seria necesario eliminar (Innes et al. 2016;
Schwendicke et al. 2016b), aumentando el riesgo de exposicién pulpar, en
comparacion con la remocion selectiva de caries (Bjgrndal et al. 2010). Por
tanto, esta indicado dejar sobre la pulpa tejido blando cariado para evitar una
exposicion pulpar y promover la salud pulpar, evitando causar “estrés” a la

pulpa, mientras que el esmalte y dentina periféricos se prepararan hasta la
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dentina dura para permitir un sellado hermético y una restauracion duradera
(Schwendicke et al. 2016b). En el caso de la remocién por pasos, en el primer
paso se realizara la remocion selectiva de caries hasta la dentina blanda y
se colocara una restauracion provisional con un material que pueda durar
hasta 12 meses y en un segundo paso se eliminara esa restauracion, se
realizard una remocion selectiva hasta la dentina firme y se colocara una

restauracion definitiva que sea lo mas longeva posible (Innes et al. 2016).

El sellado adecuado de la dentina remanente infectada es
fundamental (Gruythuysen et al. 2010), pues al privar a las bacterias
remanentes de nutrientes se reduce su nimero y actividad, produciéndose
la detencion de la caries y la remineralizacion de la dentina cariada (Alves et
al. 2010; Maltz et al. 2012b) de forma que al volver a acceder a la lesion se
podran reevaluar cambios en su color y dureza (Schwendicke et al. 2016b).
Sin embargo, se ha visto que al eliminar selectivamente la caries y sellar la
dentina cariada remanente, el proceso carioso se detiene promoviendo la
aposicién de dentina terciaria (Alves et al. 2010) y disminuyendo los niveles
de infeccién al cabo de 6-7 meses (Maltz et al. 2012b). Por tanto, no seria
necesario un segundo paso para reabrir la cavidad y completar el
tratamiento, ya que esto aumentaria los costes, las molestias al paciente, y
el riesgo de exposicién pulpar durante el segundo procedimiento (Maltz et al.

2012a; Maltz et al. 2012b).

La parte periférica de la cavidad deberia rodearse de esmalte y dentina

duros, con las mismas caracteristicas tactiles que la dentina sana (como el
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grito dentinario tipico que se produce con la sonda o cucharilla) para permitir
un buen sellado adhesivo (Innes et al. 2016). No obstante, en lesiones
profundas con pulpa vital clinicamente sana, el mantenimiento de la salud
pulpar debe primar sobre el éxito de la restauracion, mientras que en lesiones
moderadamente profundas, la prioridad sera la longevidad de la restauraciéon
y estaria indicada la eliminacion selectiva de caries hasta la dentina firme

(Schwendicke et al. 2016b).

Tradicionalmente, antes de realizar la restauracion de la cavidad, se
llevaban a cabo diferentes procedimientos como la desinfeccién de la misma
y la colocacion de un material de recubrimiento (Herndndez-Gatén et al.
2015). El hidroxido de calcio (Ca(OH)2) y el cemento de iondmero de vidrio
se han utilizado comunmente en la dentina cariada para inducir la
remineralizacion (Corralo y Maltz 2013). El Ca(OH)2 ha sido el material de
eleccién en el tratamiento de caries profundas (Corralo y Maltz 2013;
Herndndez-Gatén et al. 2015), aunque también se han obtenido tasas de
supervivencia de al menos 3 afios en dientes temporales y permanentes
jovenes utilizando cemento de ionébmero de vidrio modificado con resina
(Gruythuysen et al. 2010). La ventaja del ionémero de vidrio es la adhesién
quimica y la liberacién de fluoruro, que favorece la remineralizacion de la
dentina cariada (Frencken et al. 1996). En un estudio realizado por Corralo y
Maltz (2013), la eliminacion selectiva y sellado de la caries dieron como
resultado el endurecimiento y reorganizacion de la dentina y la disminucion
del nimero de bacterias, independientemente de que se utilizara Ca(OH)z2 o

cemento de vidrio iondmero como protector de la dentina. Algunos autores
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recomiendan la utilizacién de materiales no reabsorbibles como el MTA o el
cemento Portland médico (Petrou et al. 2014). En cualquier caso, parece que
no hay suficiente evidencia para recomendar el uso de desinfectantes ni de
materiales de recubrimiento (Schwendicke et al. 2016b), aunque estudios
sobre los cementos de silicato de calcio utilizados como material de
recubrimiento pulpar indirecto, podrian arrojar evidencia en cuanto al

beneficio para el paciente (Hashem et al. 2015).

EI MTA (agregado trioxido mineral) es un cemento de silicato de calcio
con importantes caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas, que se introdujo
como material de relleno apical en Endodoncia. Se trata de un cemento
hidraulico que fragua en presencia de agua (Camilleri y Pitt Ford 2006). El
polvo del MTA consiste en finas particulas hidrofilicas de silicato tricalcico,
aluminato tricélcico, 6xido tricélcico y 6xido de silicato, y pequefias particulas
de otros Oxidos minerales, responsables de las propiedades quimicas y
fisicas de este agregado. Ademas, se ha afadido 6xido de bismuto para
hacerlo radiopaco. El MTA tiene un pH inicial de 10.2, que aumenta a 12.5 a
las 3 horas de mezclarlo, y su tiempo de fraguado es de 2 horas y 45 minutos
aproximadamente (Torabinejad et al. 1995a). Posee una buena capacidad
de sellado, que se debe probablemente a su naturaleza hidrofilica 'y a la leve
expansion que experimenta cuando fragua en ambiente himedo
(Torabinejad et al. 1995b). A pesar de estar disponible en blanco (Vallés et
al. 2015), también se ha descrito que puede producir oscurecimiento de los

dientes (Belobrov y Parashos 2011; Felman y Parashos 2013; Vallés et al.
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2013; Vallés et al. 2015), lo que supondria una desventaja, junto con su largo

tiempo de fraguado y la dificultad de manejo (Parirokh y Torabinejad 2010).

Otros cementos de silicato de calcio, como el Biodentine (Septodont
Ltd., Saint Maur des Fossés, Francia), han mostrado eficacia clinica al
utilizarse como material de recubrimiento pulpar indirecto en dientes con
pulpitis reversible (Hashem et al. 2015). El Biodentine es un cemento
hidraulico que, al igual que el MTA, deriva del silicato tricalcico y se publicita
como un “sustituto bioactivo de la dentina” (Rajasekharan et al. 2014), pero
a diferencia del anterior, contiene 6xido de zirconio como radiopacificador
(Camilleri 2013). Posee buenas propiedades bioldgicas y fisicas y mejores
propiedades de manejo y menor tiempo de fraguado que el MTA
(Rajasekharan et al. 2014), unos 45 minutos (Grech et al. 2013); ademas
parece ser que mantiene la estabilidad del color durante al menos 6 meses
(Vallés et al. 2015). Al fraguar libera Ca(OH)z, favoreciendo la formacién de
tejido duro al aumentar la concentracion de iones calcio (Camilleri 2013;

Rajasekharan et al. 2014).

Recubrimiento pulpar directo

El recubrimiento pulpar directo es el procedimiento en el cual se coloca
un material directamente sobre la pulpa dental expuesta, con el objetivo de
mantener la pulpa sana y generar dentina reparativa (Guideline on pulp
therapy for primary and immature permanent teeth 2016; Hilton 2009). Est4
indicado en dientes con pulpa sana o pulpitis reversible cuando la exposicién

pulpar sea menor de 1 mm? (Al-Hiyasat et al. 2006; Barthel et al. 2000;
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Horsted et al. 1985). Es un procedimiento en principio destinado a dientes
permanentes jovenes porque algunos autores lo han asociado a una mayor
tasa de éxito (Horsted et al. 1985), aunque otros estudios no han encontrado
diferencias significativas en funcién de la edad del paciente (Al-Hiyasat et

al. 2006; Mente et al. 2010).

La exposicion pulpar puede ser: por caries, traumatica 0 mecanica
(Hilton 2009); si ocurre durante la preparacion de una cavidad sin caries se
considera exposicion mecanica (accidental) (Komabayashi et al. 2016). El
tipo de exposicion condicionara el estado de la pulpa y su reaccion posterior,
asi como la contaminacién bacteriana de la dentina circundante. Algunos
estudios han mostrado mejores resultados cuando el recubrimiento pulpar se
realiza sobre una exposicion producida por razones mecénicas que por
caries (Al-Hiyasat et al. 2006), pues se considera que la capacidad de
curacién de la pulpa sana es mayor que la de una pulpa dafiada (Costa et al.

2000).

El grado de hemorragia pulpar antes de colocar el material de
recubrimiento parece influir en el pronéstico del recubrimiento pulpar directo
(Matsuo et al. 1996). Un sangrado excesivo puede indicar mayor grado de
inflamacion pulpar y, por tanto, una menor capacidad de reparacion. Por otra
parte, la humedad y contaminacion de la dentina adyacente al sitio de
exposicién, debidas al sangrado, pueden dificultar un sellado adecuado. La
hemorragia se controla colocando sobre la pulpa expuesta una bolita de

algodoén impregnada en suero salino, hipoclorito de sodio (NaCIlO), perdxido
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de hidroégeno, sulfato férrico o clorhexidina (CLX) (Hilton 2009). De acuerdo
a Bogen y Chandler (2012), si no se logra la hemostasia tras la aplicacion de
NaClO durante 10 min., se podria considerar que la pulpa coronal esta
inflamada de forma irreversible y deberia valorarse realizar una pulpotomia

parcial o total.

Una vez se controla el sangrado, la pulpa expuesta se recubre con un
material como Ca(OH)z, MTA (Hilton et al. 2013; Mente et al. 2010) u otros
cementos derivados del silicato de calcio como Biodentine (Katge y Patil
2017). Un material de recubrimiento pulpar directo ideal debe controlar la
infeccion, adherirse a la dentina para prevenir la microfiltraciéon, ser de facil
manejo clinico y promover la formacion de un puente de dentina (Lu et al.

2008).

El Ca(OH)2 ha sido el material de recubrimiento pulpar mas utilizado
(da Rosa et al. 2017; Farhad y Mohammadi 2005), su aplicacion en las
proximidades de la pulpa estimula la formacién de dentina terciaria,
proporcionando una proteccion significativa (Sangwan et al. 2013), pero tiene
los inconvenientes de que no se adhiere a la dentina, se disuelve a lo largo
del tiempo y el puente dentinario formado puede contener multiples defectos
en tunel (Asgary et al. 2008; Cox et al. 1996; Cox y Suzuki 1994; Schuurs et

al. 2000).

Algunos estudios han obtenido mejores resultados con el MTA que
con el Ca(OH)z (Hilton et al. 2013; Kundzina et al. 2017; Mente et al. 2010;

Mente et al. 2014; Zhu et al. 2015). Parece ser que en el recubrimiento pulpar
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directo con MTA, la respuesta inflamatoria es menor y la formacién del
puente dentinario es mas predecible (Li et al. 2015), aunque actualmente no
hay evidencia suficiente para poder establecer recomendaciones definitivas
(Schwendicke et al. 2016a). Biodentine también estimula la formacién de
puentes de dentina reparativa (Nowicka et al. 2015), por lo que puede
considerarse una alternativa interesante al MTA (Nowicka et al. 2013), con
una tasa de éxito similar, al utilizarse como material de recubrimiento pulpar
en dientes permanentes jévenes (Katge y Patil 2017). En un reciente estudio
clinico aleatorizado se compararon el Ca(OH)z, el MTA y el Biodentine como
materiales de recubrimiento pulpar directo en exposiciones pulpares de
dientes permanentes con caries y, aunque no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas, los autores concluyeron que el Biodentine
(con una tasa de éxito del 100%) y el MTA, ofrecian algunas ventajas

respecto al Ca(OH)2 (Brizuela et al. 2017).

Tras realizar el recubrimiento pulpar, se recomienda colocar
inmediatamente una restauracion definitiva (Al-Hiyasat et al. 2006; Mente et
al. 2014), con el fin de conseguir un sellado efectivo del margen entre ésta y
la estructura dental, previniendo o reduciendo la microfiltracion (Al-Hiyasat et
al. 2006). Esto explica que los resultados del recubrimiento pulpar directo
sean mejores si se coloca inmediatamente una restauracion permanente (Al-

Hiyasat et al. 2006; Barthel et al. 2000; Mente et al. 2014).
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Pulpotomia

La pulpotomia completa se define como la eliminacién de la porcion
coronal del tejido pulpar vital para preservar la vitalidad de la pulpa radicular
(AAE Glossary of Endodontic Terms 2016). Se colocara un material
biolégicamente compatible en la camara pulpar y posteriormente se

restaurard el diente (AAE Guide to Clinical Endodontics 2016).

La pulpotomia parcial o pulpotomia de Cvek consiste en la
eliminacién de una pequefa porcion de la pulpa coronal vital con el objetivo
de preservar los tejidos restantes de la pulpa coronal y radicular (AAE
Glossary of Endodontic Terms 2016). Se eliminard el tejido pulpar inflamado
bajo la exposicion hasta una profundidad de entre 1-3 mm o mas, hasta
alcanzar tejido pulpar sano (Guideline on pulp therapy for primary and

immature permanent teeth 2016).

La pulpotomia estaba indicada fundamentalmente en dientes
temporales y en dientes permanentes inmaduros con pulpa nhormal o pulpitis
reversible, tras exposiciones pulpares traumaticas o por caries (Fuks 2008;
Guideline on pulp therapy for primary and immature permanent teeth 2016;
European Society of Endodontology 2006). Sin embargo, en la ultima
década, gracias a una mayor comprension de la biologia de la pulpa y al
desarrollo de materiales bioactivos, la pulpotomia ha sido propuesta como
un tratamiento definitivo de dientes permanentes maduros (Taha et al. 2017;

Zanini et al. 2016).
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Se debe eliminar la pulpa hasta el nivel en el que se pueda conseguir
una adecuada hemostasia. Es primordial evaluar la salud del tejido pulpar
durante el procedimiento; una forma de valorarlo se basa en la capacidad de
controlar la hemorragia pulpar con NaClO (Witherspoon 2008).
Posteriormente, la pulpa amputada y la dentina circundante se cubriran con
un material que proteja la pulpa y que permita su curacion y reparacion
(European Society of Endodontology 2006). EI material de eleccién ha sido
el Ca(OH)2 (Farhad y Mohammadi 2005; Nosrat y Nosrat 1998), sin embargo,
el MTA tiene una mayor capacidad de sellado y estimula la formacion de una
mayor cantidad de dentina reparativa y de mejor calidad, habiendo
demostrado clinicamente una alta tasa de éxito a medio plazo (Witherspoon
2008). No obstante, en un estudio en el que se compararon el Ca(OH)z con
el MTA en la realizacion de pulpotomias parciales, ambos materiales
mostraron resultados satisfactorios tras 2 afios de seguimiento
(Chailertvanitkul et al. 2014). Por otra parte, De Rossi et al. (2014) realizaron
un estudio en perros en el que el Biodentine mostr6 biocompatibilidad y
estimuld la formacién de puentes de dentina con una morfologia e integridad
similares a los formados con MTA, pero con mayor grosor, concluyendo que
Biodentine es un material prometedor en la préactica clinica para promover la

reparacion pulpar tras realizar una pulpotomia.

Para lograr la hemostasia pulpar se han recomendado varias
soluciones y métodos, incluyendo presion directa con bolitas de algodén
humedecidas en agua estéril o suero salino, CLX al 2%, MTAD, perdxido de

hidrégeno, sulfato férrico, NaClO y laser (Bogen y Chandler 2012). El NaCIO
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parece ser el agente hemostatico mas efectivo y barato para los
procedimientos de recubrimiento pulpar y pulpotomia (Witherspoon 2008),
proporcionando un aclaramiento de chips de dentina, amputacién quimica
del coagulo y fibrina, eliminacion de las células dafiadas por la exposicion
mecanica y desinfeccion de la cavidad y del tejido pulpar expuesto (Bogen y

Chandler 2012).

Se recomienda que los procedimientos de terapia pulpar vital se
realicen con aislamiento absoluto para minimizar la contaminacion

bacteriana.

La terapia pulpar para dientes permanentes inmaduros debe ser
reevaluada periédicamente clinica y radiograficamente, siendo conveniente
realizar revisiones a los 6 y 12 meses tras el tratamiento y después con
regularidad, segun considere el profesional (Guideline on pulp therapy for

primary and immature permanent teeth 2016).

Apicoformacién

Cuando se produce una lesion pulpar irreversible en un diente
permanente inmaduro, como resultado de una infeccién o traumatismo, la
formacién de dentina y la maduracién dental cesan (Friedlander et al. 2009),
por lo que su tratamiento representa un verdadero reto clinico (Friedlander

et al. 2009; Iglesias-Linares et al. 2013).

El protocolo de tratamiento estandar en dientes inmaduros no vitales

ha sido la apicoformacion (Shah et al. 2008), que es un método para inducir
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a nivel apical una barrera calcificada en un diente con el apice abierto (AAE
Glossary of Endodontic Terms 2016), mediante la colocacion de un material
biocompatible en el conducto radicular (Guideline on pulp therapy for primary
and immature permanent teeth 2016). Esa barrera permite condensar la
gutapercha en un intento de proporcionar un sellado apical mas adecuado
(Abbott 1998). La limpieza minuciosa para eliminar las bacterias y el tejido
necrético del sistema de conductos es fundamental para que se produzca el
cierre apical (Farhad y Mohammadi 2005). Esta técnica implica la eliminacion
del tejido necrético seguido de la limpieza del conducto y colocacion de un
medicamento (Rafter 2005). Para este propdsito se han utilizado con éxito
diferentes materiales, pero el mas recomendado era el Ca(OH). (Farhad y

Mohammadi 2005; Rafter 2005).

La apicoformacion con Ca(OH)2 consiste en la aplicacion de Ca(OH)2
de forma periédica (Dominguez Reyes et al. 2005; Duggal et al. 2017),
aunque no hay acuerdo sobre la frecuencia con la que debe renovarse
(Farhad y Mohammadi 2005; Mohammadi y Dummer 2011). Abbott (1998)
propuso cambiar la pasta a las 4-6 semanas tras el primer relleno y después
cada 2-3 meses hasta lograr el cierre apical; no obstante, establecié que ese
aspecto debia evaluarse individualmente en funcién de cada diente, su
estado de formacién radicular y fase del tratamiento (Abbott 1998). La
renovacion de la pasta de Ca(OH): hasta lograr el cierre apical habitualmente
demanda varias citas y requiere mucho tiempo (Nicoloso et al. 2017),
ademas puede debilitar la raiz y aumentar el riesgo de fractura (Andreasen

et al. 2002; Bonte et al. 2015).
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Debido a los inconvenientes de este procedimiento con Ca(OH)z, ni la
Academia Europea de Odontologia Pediatrica (Duggal et al. 2017), ni la
Sociedad Europea de Endodoncia (ESE) recomiendan ya esta técnica
(Galler et al. 2016a). Uno de los motivos es que con la apicoformacion con
MTA se consigue rapidamente el relleno coronoradicular limitando el riesgo
de fractura (Bonte et al. 2015). Consiste en limpiar el conducto mediante
instrumentacioén e irrigacion con NaClO y colocar una pasta de Ca(OH):
durante 1 semana, tras la cual se eliminara del conducto y se aplicard el MTA
para crear un tapon de 3-4 mm de grosor (Mohammadi 2011; Torabinejad y
Chivian 1999). Tras la creacién apical de la barrera artificial con MTA, se
colocara el material de obturacién en el resto del conducto y la restauracién
coronal (Duggal et al. 2017; Torabinejad y Chivian 1999). La apicoformacion
con MTA en un solo paso también puede considerarse un tratamiento
predecible (Simon et al. 2007). Asimismo, Biodentine puede ser una
alternativa eficaz a los materiales convencionales de apicoformacion (Vidal

et al. 2016).

Mediante la apicoformaciéon se produce curacion de la periodontitis
apical (Bonte et al. 2015; Silujai y Linsuwanont 2017), sin embargo, este
tratamiento solamente puede inducir una barrera de tejido duro en el apice,
sin el desarrollo posterior de la raiz (Duggal et al. 2017; Galler et al. 2016a;
Shah et al. 2008) en cuanto a aumento cualitativo o cuantitativo de las
dimensiones radiculares (Duggal et al. 2017). Por tanto, no se producira ni la
maduracion apical ni el engrosamiento de las paredes del conducto (Huang

2009), ni la restauracion de un tejido pulpar funcional (Hargreaves et al.
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2013), por lo que persistira el riesgo de fractura (Friedlander et al. 2009).
Para que se produzca el desarrollo radicular y el cierre apical, es esencial la
presencia de pulpa sana (Mohammadi 2011), con células que puedan
diferenciarse en odontoblastos productores de dentina (Shabahang 2013).
Los procedimientos endoddnticos regenerativos permiten el desarrollo de las
raices, el aumento del grosor de la pared del conducto y el cierre apical

(Chan et al. 2017).

1.2. Tratamiento endodontico regenerativo

En el tratamiento del diente inmaduro con necrosis pulpar, el objetivo
ideal seria prevenir o curar la periodontitis apical, promover el desarrollo
radicular completo y restaurar la funcion del tejido pulpar (Hargreaves et al.
2013; Hargreaves et al. 2008). La terapia endoddntica regenerativa (TER)
constituye una alternativa viable en el tratamiento de estos dientes siempre
gue se garantice una desinfeccién adecuada del conducto (Ruparel et al.
2012). Los procedimientos endodonticos regenerativos pueden definirse
como tratamientos bioldgicos disefiados para sustituir estructuras dentales
dafadas, incluyendo la dentina y estructuras radiculares, asi como células
del complejo dentino-pulpar. Los objetivos de los procedimientos
endodonticos regenerativos son regenerar un tejido similar a la pulpa,
idealmente, el complejo dentino-pulpar; regenerar la dentina coronal dafiada,
igual que tras una exposicién por caries; y regenerar la raiz reabsorbida, la

dentina cervical o la apical (Murray et al. 2007). La AAE establecidé que la
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Endodoncia regenerativa y la revascularizacion pulpar debian ser areas de

investigacion prioritarias (Seale y Glickman 2008).

La TER constituye una opcion de tratamiento viable, con una tasa de
éxito bastante alta en cuanto a curacién de la periodontitis periapical y
maduracion de las raices (Bukhari et al. 2016; Jeeruphan et al. 2012),
logrando un incremento significativo en la longitud y grosor de las raices en
comparacion con la apicoformacion con Ca(OH):z y la apicoformacién con
MTA (Jeeruphan et al. 2012). Sin embargo, una revision sistematica y meta-
analisis publicada recientemente concluyé que, de entre los tratamientos
endododnticos disponibles para el manejo de dientes permanentes necréticos
inmaduros, la apicoformacion con MTA parece producir mejores tasas de
éxito clinico y radiografico (Nicoloso et al. 2017). Otra revision sistematica ha
respaldado la utilizacibn de MTA y posterior obturacién del conducto
radicular como el tratamiento de eleccion, estableciendo que la evidencia
relativa a la TER es actualmente extremadamente débil, aunque su
utilizacion deberia considerarse en los casos en los que el desarrollo
radicular es muy incompleto y la cantidad de dentina insuficiente, donde el
diente tenga un prondstico muy pobre incluso con la aplicacion de MTA, ya
que resultaria ventajoso que se produjera deposicion de tejidos duros

mediante un enfoque regenerativo (Duggal et al. 2017).

Por otra parte, Bukhari et al. afirmaron que la TER es una opcion de
tratamiento viable en comparacion con la apicoformacion, al investigar su

resultado de forma retrospectiva mediante una serie de casos y obtener una
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tasa bastante alta de curacién de la periodontitis periapical y maduracion de
las raices (Bukhari et al. 2016). La AAE establece que el tratamiento de
apicoformacion estaria indicado en el caso de que el tratamiento de
regeneracion pulpar haya fracasado o existan otras razones para no intentar
un tratamiento endodoéntico regenerativo (AAE Guide to Clinical Endodontics
2016). La ESE considera que en dientes inmaduros con necrosis pulpar se
debe valorar la realizacidon de este tratamiento con el objetivo de que se

produzca la regeneracion del complejo dentino-pulpar (Galler et al. 2016a).

Existe cierta controversia respecto a la terminologia: revascularizacion
y revitalizacién, regeneracién y reparacion (Galler 2016). El concepto de
regenerar el tejido pulpar fue promulgado por los estudios de Nygaard-Ostby
en los afios 60, que demostraron que se podia inducir la formacién de nuevo
tejido vascularizado en el tercio apical de la raiz de dientes maduros con
necrosis pulpar y periodontitis apical. Esto se lograba mediante la creacion
de un coagulo en el tercio apical de un conducto radicular limpio y
desinfectado mediante la sobreinstrumentacién del mismo justo antes de
obturarlo parcialmente. Gracias a ese coagulo, que actuaba como matriz
biolégica, se podia establecer la vascularizacién para sostener el crecimiento

de tejido nuevo en la porcién no rellena del conducto radicular.

El concepto “revascularizacién” surgi6 inicialmente en relacion con los
traumatismos dentales al observarse que en ciertos dientes con isquemia
transitoria 0 permanente, se podia restablecer el aporte sanguineo a la pulpa.

Estos estudios sentaron las bases para conocer los factores fundamentales
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necesarios para que se produzca la revascularizacion, en particular la
evidencia de que es mas probable que se produzca la revascularizacion y la
continuacion del desarrollo radicular en dientes con raices inmaduras con
apices abiertos (Andreasen et al. 1995; Kling et al. 1986), ya que parece ser
que cuanto mas grande sea el foramen apical, mas probable sera que se
produzca la angiogénesis. Los dientes inmaduros con apices abiertos son,
por tanto, los mejores candidatos para la regeneracién del tejido pulpar

(Huang 2009).

Posteriormente, Iwaya et al. (2001) utilizaron el término
revascularizacion al describir el primer caso clinico del que tenemos
conocimiento, en el que se logré el cierre apical completo y el engrosamiento
de las paredes radiculares en un diente permanente inmaduro con necrosis
pulpar y periodontitis apical. Debido a que detectaron tejido pulpar vital en el
conducto, no lo limpiaron mecanicamente en toda su longitud, pero utilizaron
irrigacién copiosa y una combinacién antimicrobiana (metronidazol y
ciprofloxacino) para desinfectarlo. A los 30 meses se confirmo el cierre apical
completo y el engrosamiento de la pared del conducto. Tres afios més tarde
Banchs y Trope (2004) publicaron otro caso clinico de un premolar inmaduro
con periodontitis apical, en el que tras desinfectar con irrigacion copiosa sin
instrumentacion mecéanica, seguido de una combinacién de 3 antibidticos
(metronidazol, ciprofloxacino y minociclina), indujeron la formacion de un
coagulo y sellaron con MTA. A los 2 afios, el paciente permanecia
asintomatico y el cierre apical y engrosamiento de las paredes dentinarias

era obvio.
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Este protocolo fue ampliamente aceptado y durante afios ha sido el
mas utilizado (Diogenes et al. 2013). Mas recientemente, Lenzi y Trope
(2012) utilizaron el término “revitalizacién” debido a que el nuevo tejido en el
interior del conducto radicular, aunque no sea necesariamente pulpa, esta
formado por células vitales necesarias para restablecer el nuevo tejido, y no
Unicamente por vasos sanguineos. Este término ha sido adoptado por la ESE
(Galler et al. 2016a); la AAE, en su “Glosario de Términos Endoddnticos”
incluye el término Endodoncia regenerativa, adoptando la definicion de

Murray et al. (2007). Ademas define revascularizacién como la restauraciéon

del aporte sanguineo (AAE Glossary of Endodontic Terms 2016).

Asi, segln Hargreaves et al. (2013), el concepto de revascularizacién
se centra Unicamente en la distribucién de sangre por el conducto radicular
como medio para estimular la curacién de la lesion, similar a la curacion tras
la extraccion de un diente. Por tanto, dicho término seria mas apropiado para
referirse al restablecimiento del aporte vascular en un tejido isquémico, como
la pulpa de un diente avulsionado. La “regeneracién” tiene como objetivo
reproducir la histologia y funcion del tejido original. De esta forma, la
Endodoncia regenerativa contemporanea se ha apartado de sus origenes
basados en la traumatologia dental, que no incluia ciertos conceptos como
la presencia de una fuente enriquecida de células madre, su llegada al
sistema de conductos radiculares y la liberacion y utilizacion intencional de

factores de crecimiento locales embebidos en la dentina.
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Aunque la angiogénesis y el restablecimiento de un aporte sanguineo
funcional son clave para el mantenimiento y maduracion de un tejido que se
esta regenerando (Hargreaves et al. 2013), algunos de los casos publicados
describen respuestas positivas a los test de sensibilidad pulpar (Banchs y
Trope 2004; Cehreli et al. 2011; Ding et al. 2009; Iwaya et al. 2001; Petrino
et al. 2010; Reynolds et al. 2009; Thomson y Kahler 2010). Esa es la
evidencia de que un espacio que previamente estaba vacio (el conducto
radicular desbridado) podria poblarse con un tejido inervado y vascularizado

(Hargreaves et al. 2013).

1.3. Bases bhiolbgicas de la regeneracion

La regeneracion tisular requiere una fuente adecuada de células
madre, factores de crecimiento y una matriz biolégica para guiar el desarrollo

del tejido (Chrepa et al. 2015; Hargreaves et al. 2013; Prescott et al. 2008).

Células madre

El primer componente de la ingenieria tisular es una fuente de células
capaces de diferenciarse en los componentes tisulares deseados
(Hargreaves et al. 2013). Todos los tejidos se originan a partir de una
pequefia poblacién de células madre que juegan un papel esencial en el
desarrollo embrionario y regeneracion tisular. Estas células inmaduras tienen
la capacidad de: auto-renovacién (capacidad para sufrir numerosos ciclos de
division celular manteniendo el estado indiferenciado), proliferacion y

diferenciacion en mdltiples tipos celulares maduros. Hay dos tipos de células
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madre: células madre embrionarias y células madre postnatales. Las células
madre embrionarias son células madre pluripotenciales capaces de
diferenciarse virtualmente en cualquier tipo celular al mismo tiempo que
mantienen un estado indiferenciado. Las células madre postnatales son
multipotenciales, capaces de diferenciarse en mdltiples tipos celulares.
Pueden clasificarse en funcibn de su origen, hematopoyéticas o
mesenquimales (MSC), y en funciéon de su potencial de diferenciacion
(Friedlander et al. 2009). Las células madre hematopoyéticas forman todos
los tipos de células sanguineas y las células madre mesenquimales generan
hueso, cartilago, grasa y tejido conectivo fibroso (Bhatt y Le Anh 2009). Las
MSC residen en diferentes tejidos, pero las primeras fueron aisladas del

estroma de la médula 6sea (BMSCs) (Friedenstein et al. 1966).

Se han identificado varios tipos de células madre mesenquimales en
los tejidos dentales con la capacidad de auto-replicarse y diferenciarse en
diferentes tipos de tejido especializados (Friedlander et al. 2009): células
madre de la pulpa dental de dientes permanentes (DPSCs) (Gronthos et al.
2000) y de dientes temporales exfoliados (SHED) (Miura et al. 2003), de la
papila apical (SCAP) (Sonoyama et al. 2006; Sonoyama et al. 2008), del
ligamento periodontal (PDLSCs) (Seo et al. 2004) e incluso en el tejido
periapical inflamado (células progenitoras del tejido periapical inflamado

(iPAPCs)) (Liao et al. 2011).

Las DPSCs son clonogénas, altamente proliferativas y capaces de

diferenciarse en células similares al odontoblasto (odontoblast-like cells), las
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cuales expresan la sialofosfoproteina dentinaria (marcador celular temprano
del odontoblasto); ademas, pueden formar un complejo similar al dentino-

pulpar al trasplantarse in vivo (Gronthos et al. 2000).

Las SHED son una poblacién de células madre en la pulpa remanente
de dientes temporales exfoliados, diferentes a las que se habian identificado
previamente, con mayor capacidad proliferativa, habilidad para diferenciarse
en una variedad de tipos celulares y capaces de inducir la formacion de

hueso y generar dentina al trasplantarse in vivo (Miura et al. 2003).

La papila dental se localiza apical a la pulpa en desarrollo.
Clinicamente es un tejido gelatinoso que se desprende facilmente de la raiz.
Histol6égicamente es diferente a la pulpa, ya que es menos vascular y celular,
y esta separada de ella por una zona rica en células (Sonoyama et al. 2008).
Las SCAP son otro tipo de células madre mesenquimales aparentemente
diferentes de las DPSCs, que representan una poblacién de células madre
multipotenciales con capacidad para diferenciarse en células similares a los
odontoblastos y en adipocitos, y que parecen tener una mayor capacidad
para regenerar la dentina que las DPSCs (Sonoyama et al. 2006; Sonoyama
et al. 2008). Las SCAP podrian representar la fuente de odontoblastos
primarios involucrados en el desarrollo de la dentina radicular (Sonoyama et
al. 2008), mientras que probablemente las DPSCs estén mas relacionadas

con la formacion de dentina reparativa (Friedlander et al. 2009).

Por ultimo, las PDLSCs son clonégenas, altamente proliferativas y

capaces de diferenciarse, bajo ciertas condiciones, en células similares al
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odontoblasto, adipocitos y células formadoras de colageno, con potencial
para generar un tejido similar al ligamento periodontal y cemento, y contribuir

a la reparacion del tejido periodontal (Seo et al. 2004).

Los odontoblastos son de origen mesenquimal y bajo condiciones
adecuadas, células de la pulpa dental, de la papila apical y posiblemente de
otros tejidos, pueden formar células similares al odontoblasto (Huang et al.
2006; Miura et al. 2003; Sonoyama et al. 2006). Se desconoce la fuente o
fuentes celulares concretas responsables del desarrollo radicular continuo
en los casos clinicos de revascularizacion pulpar publicados. Existen varias
posibilidades: que células pulpares residuales hayan permanecido vitales,
gue células de la papila apical hayan proliferado o que la angiogénesis
inducida mediante sangrado haya reclutado células madre de los tejidos
apicales, incluyendo la papila apical (Hargreaves et al. 2008). Se ha visto
gue el sangrado provocado durante los procedimientos endodonticos
regenerativos en esos dientes inmaduros con necrosis pulpar, aporta un
influjo de células madre indiferenciadas en el interior del conducto radicular,
gue podrian contribuir a la regeneracion de los tejidos pulpares (Lovelace et
al. 2011), al igual que ocurre en el caso de dientes maduros (Chrepa et al.

2015).

Lo que parece méas probable, en definitiva, es que las células madre
involucradas en TER, sean las que rodean la regién periapical: SCAP,
PDLSCs, BMSCs, iPAPCs y DPSCs (si quedan restos de tejido pulpar vital

apicalmente) (Diogenes et al. 2013). En concreto, tanto la papila apical como
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los tejidos periapicales inflamados, parecen jugar un importante papel en la
Endodoncia regenerativa, particularmente en dientes inmaduros con apices

abiertos (Smith et al. 2016).

Factores de crecimiento y otros mediadores

El medio ambiente es un factor critico en la regulacion de la
diferenciacion tisular (Hargreaves et al. 2013). Las células madre tienen la
capacidad de diferenciarse en diferentes fenotipos celulares dependiendo de
su linaje y de la exposicién a estimulos ambientales como factores de
crecimiento, matriz extracelular, hipoxia u otros componentes capaces de
estimular la proliferacion celular y dirigir la diferenciacion celular (Galler et al.
2011; Huang et al. 2006; Kim et al. 2012; Liao et al. 2011; Prescott et al.
2008). Los factores de crecimiento y las citoquinas pueden actuar como
moléculas de sefalizacion que modulan el comportamiento celular mediando
la comunicacion intracelular (Kim et al. 2012). Los factores de crecimiento
son moléculas biolégicamente activas de naturaleza proteica, que se unen a
receptores en la célula diana y regulan su proliferacién, diferenciaciéon y
metabolismo (Barrientos et al. 2014). Muchos factores de crecimiento son
bastante versatiles, estimulando la division celular en numerosos tipos

celulares, mientras que otros son mas especificos (Bazley y Gullick 2005).

El tipo de solucién irrigadora y la secuencia de irrigacién pueden jugar
un papel importante a la hora de preparar la dentina y optimizar las
condiciones para la diferenciacién celular y formacion y regeneracion de

tejido. La descalcificacion de la superficie de la dentina, la eliminacién del
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barrillo dentinario, la exposicién de los tubulos dentinarios y las fibrillas de
colageno, asi como la liberacion de factores de crecimiento de la matriz
dentinaria podrian ser pardmetros favorables para la diferenciacion celular
en la interfase dentinaria (Galler et al. 2011). Los factores de crecimiento
pueden liberarse directamente desde la dentina gracias al
acondicionamiento de ésta con acido etilendiamino tetraacético (EDTA), y la
utilizacion de soluciones desinfectantes o medicamentos pueden aumentar

o disminuir este efecto (Galler et al. 2015).

Matriz biol6égica

El tercer componente de la ingenieria tisular es una matriz fisica que
promueva el crecimiento y la diferenciacion celular (Hargreaves et al. 2008).
Una matriz apropiada debe unir y localizar selectivamente a las células,
contiene factores de crecimiento y debe ser biodegradable (Hargreaves et al.
2008; Shivashankar et al. 2017). Juega un papel fundamental en regular la
diferenciacion de las células madre mediante la liberacion local de factores
de crecimiento o mediante la cascada de sefializaciéon que se activa cuando
las células madre se unen a la matriz extracelular y entre si en una estructura
tridimensional (Discher et al. 2009; Hargreaves et al. 2013; Prescott et al.
2008). Puede ser natural: codgulo sanguineo, plasma rico en plaquetas,
plasma rico en fibrina, colageno, dentina, chitosan, glucosaminoglicanos; o
sintética: poliésteres, que son degradados por el organismo, hidrogeles, MTA
y otros componentes (Hargreaves et al. 2013; Murray et al. 2007,

Shivashankar et al. 2017).
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La laceracion de los tejidos periapicales para inducir sangrado tras la
adecuada desinfeccion de los conductos, estimula la formacién de un
coagulo de fibrina que interactia con las células madre y factores de
crecimiento end6genos (Bottino et al. 2017) y que actia como matriz para el
crecimiento de tejido nuevo en el espacio pulpar (Banchs y Trope 2004). Esta
manipulacion de los tejidos periapicales provoca la liberacién de células
madre al interior del conducto (Lovelace et al. 2011). El sangrado y la
formacion de un codgulo tienen como objetivo recrear los acontecimientos
con los que comienza el proceso de curacidén de una herida (regeneracion o
reparacion), y conducen a la formacién de tejido de granulacién, que es un
componente esencial en dicho proceso (Martin et al. 2013); ademas el tejido
de granulacién periapical contiene células osteogénicas (Maeda et al. 2004).
Al comparar el efecto de la induccién de un coagulo, la aplicacién de plasma
rico en plaquetas o plasma rico en fibrina en la revascularizacion de un diente
necrético con el 4pice abierto, se comprobd que los tres fueron comparables
en cuanto a aumento de la longitud radicular, engrosamiento de las paredes
radiculares y respuesta a los test de vitalidad, aunque el plasma rico en
plaguetas produjo una mejor curacién de la radiolucidez periapical. Sin
embargo, de las tres técnicas, la basada en inducir sangrado seria el

procedimiento estandar en TER (Shivashankar et al. 2017).
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1.4. Protocolo clinico para el tratamiento endoddntico

regenerativo

Hasta el momento, la indicacién fundamental para realizar TER era en
pacientes jévenes con necrosis pulpar y apice abierto (Peters 2014), siendo
los traumatismos, anomalias dentales (diente evaginado) y caries la principal
causa de necrosis pulpar en dientes inmaduros (Berkhoff et al. 2014; Estefan
et al. 2016). La capacidad de curacion de la pulpa parece directamente
relacionada con el grado de desarrollo radicular (Andreasen et al. 1995; Kling
et al. 1986), habiéndose observado una mayor capacidad de curacién
cuando el diametro apical es mayor de 1 mm (Estefan et al. 2016; Kling et al.
1986). Sin embargo, en un estudio realizado en perros beagle, se vio que el
diametro apical no parece ser un factor decisivo para que tenga lugar la
revascularizacion, siendo posible que se produzca crecimiento de tejido vital
en dientes con didmetros apicales menores de 1 mm (Laureys et al. 2013).
De hecho, una serie de casos publicada recientemente mostré que TER
podria utilizarse potencialmente en dientes maduros con pulpa necrética y
periodontitis apical (Saoud et al. 2016). En otro estudio reciente, Estefan et
al. (2016), observaron que los pacientes mas jovenes eran mejores
candidatos para los procedimientos regenerativos; los dientes con apices
mayores o iguales a 1 mm demostraron un mayor aumento en el grosor y
longitud radiculares, y mayor estrechamiento apical, aunque estos
procedimientos se podian realizar con éxito incluso con apices de 0,5 mm de

diametro.
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Segun Windley et al. (2005) la desinfeccién del conducto, la colocacién
en el mismo de una matriz para el crecimiento tisular y el sellado hermético
de la cavidad de acceso, son factores de los cuales depende la

revascularizacion de dientes inmaduros con periodontitis apical.

En la mayoria de casos clinicos de TER publicados, se ha utilizado
como medicacion intraconducto la triple pasta antibiética (TPA), compuesta
por metronidazol, ciprofloxacino y minociclina (Banchs y Trope 2004;
Jeeruphan et al. 2012; Kim et al. 2010; Nosrat et al. 2011; Saoud et al. 2014),
0 el Ca(OH)2 (Cehreli et al. 2011; Chueh y Huang 2006; Chueh et al. 2009;
Cotti et al. 2008). En general, se han obtenido resultados satisfactorios, como
curacion de la periodontitis apical y aumento radiografico de la longitud y
grosor de la raiz (Banchs y Trope 2004; Cehreli et al. 2011; Chueh et al.
2009; Cotti et al. 2008; lwaya et al. 2001; Jeeruphan et al. 2012), e incluso
respuestas positivas a las pruebas de vitalidad (Banchs y Trope 2004; Ding
et al. 2009; lwaya et al. 2001). Sin embargo, no se ha utilizado un protocolo

de tratamiento estandarizado (Diogenes et al. 2013).

A continuacion se van a comparar las recomendaciones de la AAE
(AAE Clinical considerations for a regenerative procedure 2016) y la ESE
(Galler et al. 2016a), que recientemente han establecido unas pautas clinicas
para la realizacion de este tratamiento (publicadas en 2016) (Anexos 2 y 3),
aunque la AAE advierte de la necesidad de una continua actualizacion, dada

la rapida evolucion en este campo.
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El tratamiento endoddntico regenerativo esta indicado en dientes con
necrosis pulpar y apice inmaduro en el caso de que no vaya a ser necesario
colocar un poste para realizar la restauracion final (AAE, ESE). La ESE
afiade como contraindicacion los casos en que no sea posible realizar un
aislamiento adecuado y en dientes avulsionados inmediatamente después
del reimplante, dado que en estos casos la revitalizacion puede ocurrir de
manera espontanea, y recomienda el tratamiento convencional en el caso de
pacientes médicamente comprometidos (ASA Il o superior). La AAE también
especifica que no se debe realizar en pacientes alérgicos a alguno de los
medicamentos o antibidticos necesarios para el procedimiento (ASA | o II).
Se le explicaran al paciente y/o a los padres el tratamiento, los posibles
efectos adversos y las alternativas terapéuticas, y éstos deberan firmar el

consentimiento informado (AAE, ESE).

En la primera cita, tras anestesiar (opcional, segun la ESE) y aislar con
dique de goma, se prepara la cavidad de acceso (AAE, ESE). La ESE
establece que se eliminara el tejido pulpar necrético utilizando instrumentos
endoddnticos adecuados, sin instrumentar las paredes radiculares. A
continuacion se recomienda irrigar lenta y cuidadosamente con 20 ml de
NaClO durante 5 min. La AAE recomienda una concentracion del 1,5% vy la
ESE entre 1,5 y 3%. Después, la AAE recomienda irrigar con suero salino o
EDTA (20 ml por conducto durante 5 min) y secar con puntas de papel,
mientras que la ESE recomienda irrigar con 5 ml de suero salino estéril, secar
con puntas de papel e irrigar con 20 ml de EDTA al 17%. La AAE establece

gue se debe utilizar un sistema de irrigacion que minimice la posibilidad de
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extrusién de la solucion al espacio periapical (por ejemplo agujas con el
extremo cerrado y aberturas laterales o el Endo Vac) y que la aguja de
irrigaciéon se debe situar a 1 mm aproximadamente del extremo apical para
minimizar el riesgo de toxicidad para las células madre del tejido apical. La
ESE aconseja utilizar una aguja de ventilacion lateral situandola a 2 mm por
encima del tejido vital, que se detectard mediante microscopio o si el paciente
percibe dolor. Se aplicara la medicacion intraconducto: la ESE indica la
utilizacion de Ca(OH)2z, ya que la TPA puede producir alteraciones del color
dental y por el riesgo de citotoxicidad, alergias y desarrollo de resistencias
antibacterianas, ademas de la dificultad de eliminacion del conducto
(Berkhoff et al. 2014). La AAE recomienda la aplicacion, mediante una
jeringa, de Ca(OH)2 o TPA a baja concentracion (concentracion final de entre
0.1y 1.0 mg/ml), y propone como alternativa la doble pasta antibiética (DPA)
sin minociclina o sustituir ésta por otro antibidtico (por ejemplo clindamicina,
amoxicilina o cefaclor) para prevenir alteraciones del color dental. Por dltimo,
se sellara la cavidad de acceso (AAE, ESE) con un material de restauracion
temporal como IRM, Cavit o cemento de vidrio ionémero (3-4 mm de grosor)

(AAE).

La segunda cita tendra lugar entre 1-4 semanas (AAE) o 2-4 semanas
(ESE) después. Si hay signos o sintomas de infeccion persistente (AAE) o
los signos de inflamacién no han disminuido (ESE), se refrescara la
medicacion intraconducto (AAE, ESE) o se considerara cambiarla por otra
alternativa (AAE), la ESE indica la prescripcion de antibiéticos segun las

recomendaciones de la Academia Europea de Odontologia Pediatrica
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(EAPD) (Alaluusua et al. 2002), en el caso de que se estime necesario.
Posteriormente se limpiar4, anestesiard, aislarda y desinfectara el campo
operatorio (ESE). La AAE recomienda como anestésico la mepivacaina al
3% sin vasoconstrictor, la ESE en cambio, sugiere que la creacion del
coagulo puede verse obstaculizada por la sensacién de dolor de los
pacientes y que la evidencia de que mejore el sangrado si no se utiliza
vasoconstrictor es escasa (Petrino et al. 2010), debiendo tener en cuenta las
experiencias de la primera visita en relacion con la colaboracion del paciente
y su control de la ansiedad producida por el dolor (ESE). Tras eliminar la
restauracion temporal, se irrigard con 20 ml de EDTA al 17% (AAE, ESE). A
continuacion la ESE indica irrigar con 5 ml de suero salino fisiol6gico estéril
para minimizar los efectos adversos de las soluciones irrigadores sobre las

células diana y se secara con puntas de papel (AAE, ESE).

El proceso de revascularizacién continla con la rotaciéon de una lima
precurvada para inducir sangrado mediante la irritacién mecéanica de los
tejidos periapicales (AAE, ESE); una vez que el conducto se llene de sangre
(hasta 2 mm por debajo del margen gingival) se esperara unos 15 minutos a
gue se forme el coagulo (ESE). La AAE sostiene que se debe parar el
sangrado a un nivel que permita dejar 3-4 mm para el material de
restauracion. Como alternativa a la formacién del coagulo, la AAE propone
la utilizacién de plasma rico en plaquetas (PRP), plasma rico en fibrina (PRF)
0 una matriz de fibrina autloga (AFM). A continuacién se puede colocar
sobre el codgulo una matriz de colageno como CollaPlug (AAE, ESE),

Collacote, CollaTape (AAE) o Hemocolageno (ESE). La ESE concreta que
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dicha matriz debe tener 2-3 mm de altura y un diametro mayor que la parte
coronal del conducto y se colocara sobre el coagulo, permitiendo que se
empape para evitar que quede un espacio hueco. A continuacién se colocara
un material de recubrimiento (MTA u otro cemento de silicato de calcio) y una
capa de cemento de ionédmero de vidrio fotopolimerizable y se realizara la

restauracién del diente con una restauracion adhesiva (AAE, ESE).

Se deben realizar revisiones a los 6, 12, 18 y 24 meses, Yy
posteriormente anualmente durante 5 afios (ESE). Se realizard un examen
clinico y radiogréfico y se valoraran: la ausencia de dolor, inflamacién o
fistula, resolucion de la radiolucidez apical (que se suele observar a los 6-12
meses tras el tratamiento), aumento de la anchura de las paredes radiculares
(suele producirse entre los 12-24 meses tras el tratamiento), aumento de la

longitud radicular y respuesta positiva a los test de vitalidad pulpar (AAE).
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Figura 1.1. Secuencia esquematica del procedimiento de TER.

1-4 semanas

=
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a) Diente permanente inmaduro con necrosis pulpar, b) Apertura, ¢ y d) Irrigacién, e) TPA/DPA
o0 Ca(OH); + algoddn, f) Segunda cita: se vuelve a acceder al diente y se irriga para eliminar
la pasta, g) Se introduce una lima para inducir sangrado, h) Formacién del coagulo, i) Diente

con MTA + cemento de vidrio ionémero+ reconstruccion.
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1.5. Enterococcus faecalis

La enfermedad endodontica es fundamentalmente una enfermedad
microbiana iniciada y propagada por una comunidad compleja de
microorganismos que son miembros comunes de la microflora oral comensal

(Fouad 2017).

Los enterococos son cocos Gram-positivos que pueden presentarse
solos, en parejas o en cadenas cortas. Son anaerobios facultativos, ya que
poseen la capacidad de crecer en presencia 0 en ausencia de oxigeno
(Schleifer y Kilpper-Bélz 1984). Son comensales humanos normales
adaptados a los ambientes enriquecidos en nutrientes, pobres en oxigeno y
ecolégicamente complejos de la cavidad oral, tracto gastrointestinal y vagina
(Jett et al. 1994). Alteraciones en esta relacion huésped-comensal,
derivadas, por ejemplo, de un tratamiento con antibiéticos, lesion o
inmunidad disminuida del huésped, podrian permitir que estas bacterias
intestinales accedan a sitios hospedadores extraintestinales y causen
infeccion (Tendolkar et al. 2003) en multiples y diferentes localizaciones:
tracto urinario, torrente sanguineo, endocardio, abdomen, tracto biliar o
guemaduras; ademas pueden causar otitis, meningitis o neumonia (Jett et al.
1994; Moellering 1992). E. faecalis es el responsable de entre el 85-90% de

las infecciones humanas causadas por enterococos (Moellering 1992).

La capacidad natural de los enterococos para adquirir, acumular y
compartir facilmente elementos extracromosémicos que codifican rasgos de

virulencia o genes de resistencia a los antibiéticos, les confiere ventajas para
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su supervivencia bajo estrés ambiental inusual y explica, en parte, su
creciente importancia como patégenos nosocomiales (Guzman Prieto et al.
2016; Jett et al. 1994), encontrandose entre los principales (Emori y Gaynes
1993; Moellering 1992; Richards et al. 2000; Tendolkar et al. 2003). Poseen
la capacidad de resistir a un gran nimero de agentes antimicrobianos y una
particular facilidad para adquirir nuevos determinantes de resistencia
(Moellering 1992; Tendolkar et al. 2003), incluyendo 3-lactamicos,
aminoglicosidos y glicopéptidos, particularmente vancomicina (Guzman
Prieto et al. 2016; Tendolkar et al. 2003). Poseen gran resistencia al pH
(pueden soportar niveles de hasta 9.6), sal, metales y desecacién (Fisher y
Phillips 2009; Tendolkar et al. 2003). Son capaces de crecer en un medio
que contenga NacCl al 6.5% y en un rango de temperatura de entre 10°C y

45°C (Tendolkar et al. 2003).

1.5.1. E. faecalis y su implicacién en Endodoncia

E. faecalis parece ser la especie mas abundante de enterococos
(Guzman Prieto et al. 2016), habita cominmente en la cavidad oral (Stuart
et al. 2006) y se asocia a diferentes formas de alteraciones perirradiculares,
incluyendo infecciones endodoénticas primarias (Ferreira et al. 2015; Gomes
et al. 2006; Rocgas et al. 2004; Sassone et al. 2007; Sassone et al. 2012;
Sedgley et al. 2006) y persistentes o secundarias (Gomes et al. 2006; Rdcas
et al. 2004; Sedgley et al. 2006; Tennert et al. 2014). E. faecalis parece
poseer los requisitos para establecer una infeccion endoddéntica y mantener

una respuesta inflamatoria potencialmente perjudicial para el huésped. Tiene
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la habilidad de colonizar las paredes dentinarias, adhiriéndose a la parte
mineral, probablemente a través de los acidos lipoteicoicos, y al colageno,
mediante la sustancia de agregacion y otras adhesinas de superficie. Las
bacterias se enfrentan en el conducto a hnumerosas condiciones estresantes
como déficit de nutrientes, toxinas de otras bacterias y medicaciones
endododnticas. Esta habilidad para adherirse a la dentina y penetrar a lo largo
de los tubulos dentinarios puede servirle para protegerse de los

medicamentos endodoénticos (Kayaoglu y @rstavik 2004).

La presencia de E. faecalis en dientes con lesion perirradicular con
tratamiento endoddntico previo, parece ser mas frecuente que en infecciones
endododnticas primarias. Su origen (infeccion persistente o secundaria) aun
no esta claro. En cuanto a las infecciones endodénticas primarias, E. faecalis
se asocia mas a las lesiones perirradiculares cronicas asintométicas que a
la periodontitis perirradicular aguda o al absceso perirradicular agudo (Récas
et al. 2004). En el caso de dientes con tratamiento endodéntico previo,
existen dos posibilidades: que los enterococos sean colonizadores primarios
del sistema de conductos radiculares cuando se necrosa y luego sobrevivan
al tratamiento endodontico, o que invadan de manera oportunista el sistema
de conductos radiculares necrotico o incorrectamente relleno o sellado y, por
lo tanto, entren en este sistema durante o después del tratamiento (Zehnder
y Guggenheim 2009). En los casos de periodontitis apical que persiste a
pesar del tratamiento de conductos, E. faecalis es con frecuencia el patdgeno
dominante, lo cual sugiere que esta especie puede potencialmente mantener

la infeccion y la lesion perirradicular (Kayaoglu y @rstavik 2004). Por tanto,

56



INTRODUCCION

es extremadamente importante erradicar los enterococos durante la

endodoncia (Ferreira et al. 2015).

1.5.2. Factores de virulencia de E. faecalis

E. faecalis posee ciertos factores de virulencia y propiedades que le
confieren una ventaja ecoldgica (Jett et al. 1994; Kayaoglu y @rstavik 2004),

como son:

- Citolisina (anteriormente denominada hemolisina), es una toxina
codificada con mas frecuencia por un plasmido, pero también puede
codificarse cromosémicamente (Kayaoglu y @rstavik 2004). Produce la lisis
de eritrocitos, neutréfilos polimorfonucleares y macréfagos y también puede

destruir células bacterianas (Portenier et al. 2003).

- Gelatinasa, que es una metaloproteinasa de matriz extracelular que
contiene zinc (Kayaoglu y @rstavik 2004). La funcion principal de las
proteasas bacterianas es proporcionar peptidonutrientes a los organismos.
Sin embargo, las proteasas pueden causar dafio directo o indirecto a los
tejidos del huésped y clasificarse como factores de virulencia (Portenier et al.
2003). La gelatinasa puede hidrolizar la gelatina, el colageno, fibrinégeno,
caseina, hemoglobina, insulina, algunos péptidos relacionados con las

feromonas sexuales y otros péptidos bioactivos (Kayaoglu y @rstavik 2004).

- Hialuronidasa, enzima fundamentalmente degradativa que actta
sobre el &cido hialurénico y, como consecuencia de su actividad, se relaciona

con el dafio tisular. Despolimeriza los mucopolisacaridos de los tejidos
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conectivos, y por lo tanto aumenta la invasividad bacteriana (Kayaoglu y

@rstavik 2004).

- Sustancia de agregaciéon (AS), adhesina plasmido-codificada que
media el contacto eficaz célula-célula entre diferentes cepas de E. faecalis,
a través del sistema de feromonas sexuales de la bacteria (Kreft et al. 1992),
facilitando el intercambio de plasmidos (Kayaoglu y @rstavik 2004). Ademas
media la adhesion de la bacteria a células eucariotas, lo que contribuye a su

virulencia (Kreft et al. 1992).

- Adhesinas de superficie, como Ace y Esp. La proteina Esp
(Enterococcal surface protein) promueve la unién primaria y la formacion de
biofilm de E. faecalis en superficies abioticas (Toledo-Arana et al. 2001). La
proteina Ace media la adherencia al colageno tipo |y IV, y a la laminina

(Nallapareddy et al. 2000).

- Feromonas sexuales, pequefios péptidos hidréfobos, de 7 u 8
aminoacidos de longitud, codificados cromosdmicamente, que funcionan
como péptidos de sefializacion en E. faecalis (Kayaoglu y @rstavik 2004),
promoviendo la transferencia conjugativa de plasmidos de ADN entre cepas.
Una cepa receptora secreta en el medio la feromona sexual correspondiente
al plasmido que no lleva. En respuesta, la cepa donante produce la adhesina
AS que proporciona un contacto estrecho entre el receptor y la cepa donante,
facilitando la transferencia conjugativa del plasmido replicado. Una vez que
se adquiere una copia del plasmido, el receptor cierra la produccion de esa

feromona, pero continla segregando feromonas especificas para otros
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plasmidos que no lleva. La resistencia a los antibidticos y otros rasgos de
virulencia, como la produccion de citolisina, se pueden diseminar entre cepas
de E. faecalis a través del sistema de feromonas sexuales (Clewell y Weaver

1989; Kayaoglu y @rstavik 2004).

- Acidos lipoteicoicos, que son un grupo de moléculas anfipaticas
asociadas a membranas, comunes entre los organismos procariotas (Jett et
al. 1994). A través de su fraccién lipidica, estas moléculas de superficie se
unen a una variedad de células eucariotas, incluyendo plaquetas, eritrocitos,
linfocitos, leucocitos polimorfonucleares y células epiteliares. Los acidos
lipoteicoicos aislados de cepas de E. faecalis o de otras bacterias Gram-
positivas estimulan a los leucocitos para que liberen varios mediadores que
participan en diversas fases de la respuesta inflamatoria (Kayaoglu y
@rstavik 2004). Los &cidos lipoteicoicos también pueden considerarse como
una molécula que contribuye a la virulencia de E. faecalis al facilitar la
formacién de agregados y la transferencia de plasmidos, y modular la

respuesta inflamatoria (Jett et al. 1994; Kayaoglu y drstavik 2004).

- Produccién extracelular de superéxido: los aniones de superoxido
son radicales de oxigeno altamente reactivos relacionados con el dafio
celular y tisular en una variedad de alteraciones, incluyendo enfermedades
inflamatorias. El anion de superoxido y otros radicales de oxigeno ejercen un
efecto destructivo sobre una amplia variedad de compuestos biolégicos tales

como lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Kayaoglu y @rstavik 2004).
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Ademas E. faecalis posee la habilidad de invadir los tdbulos
dentinarios y permanecer viable en su interior, lo que explica su capacidad
para causar enfermedad periapical y fracaso en dientes tratados
endodonticamente (Love 2001), incluso es capaz de soportar periodos
prolongados en ambientes nutricionalmente limitados (Figdor et al. 2003).
Por otra parte, coloniza la dentina en forma de biofilm, aun en conductos
radiculares medicados, lo que explica su habilidad para persistir en dicho
ambiente (Distel et al. 2002). Dicha ventaja ecolbgica, por tanto, podria
permitirle resistir los efectos bactericidas del Ca(OH):z (Distel et al. 2002;
Kayaoglu y @rstavik 2004), y de un amplio rango de antibiéticos (Lins et al.
2013; kysakowska et al. 2016). No obstante, la TPA ha demostrado ser muy
eficaz frente a esta bacteria (Madhubala et al. 2011; Sabrah et al. 2013;

Sabrah et al. 2015a; Shokraneh et al. 2014).
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1.6. Desinfeccién del conducto radicular en terapia

endodontica regenerativa

Un prerrequisito para la regeneracion tisular es un conducto libre de
bacterias (Banchs y Trope 2004). En TER se debe utilizar un protocolo que
desinfecte eficazmente el conducto al mismo tiempo que favorezca la
creacion de un microambiente 6ptimo para la proliferacién y diferenciacién
de las células madre (Diogenes et al. 2013). El manejo de esos dientes
inmaduros tiene las siguientes caracteristicas: minima o ninguna

instrumentacidn, irrigaciéon y medicacion intraconducto (Huang 2008).

La desinfeccion en dientes necréticos o tras un tratamiento de
conductos fracasado supone un desafio mayor que en el caso de dientes
vitales, tanto desde un punto de vista técnico, como microbiolégico (Zehnder
2006). En el tratamiento de conductos convencional, aunque no se puede
lograr la desinfeccion completa del conducto Unicamente mediante
instrumentacion mecanica, ésta supone un paso muy importante en el
proceso de desinfecciéon (Bystrom y Sundqvist 1981). Sin embargo, en
dientes inmaduros, la instrumentacion mecanica ha de ser minima o
inexistente, dependiendo del grado de desarrollo radicular (Windley et al.
2005), debido a que las paredes son muy finas, por tanto la desinfeccion se
basa Unicamente en irrigantes y medicacion intraconducto (Banchs y Trope

2004).
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1.6.1. Irrigacién en terapia endodontica regenerativa

Las soluciones irrigadoras ideales deberian tener las siguientes
propiedades: tener un amplio espectro antimicrobiano y alta eficacia frente a
biofilms de microorganismos anaerobios y facultativos, inactivar endotoxinas
(Zehnder 2006) y tener un efecto antibacteriano sostenido después de su
utilizaciéon (Torabinejad et al. 2002). Ademas, deberian poseer la capacidad
de disolver materia organica (colageno dentinario, tejido pulpar, biofilm) e
inorganica (Haapasalo et al. 2010), es decir, prevenir la formacion de barrillo
dentinario o tener capacidad para disolverlo una vez formado (Zehnder
2006). Asimismo, deben poseer accion lubricante, reduciendo la friccion de
los instrumentos durante la preparacion y facilitando la remocién de dentina,
ademas de accién de lavado para ayudar a eliminar los desechos. Por otra
parte, es importante que no debiliten la estructura dental, ni sean citdxicos,
ni dafien o irriten los tejidos periapicales (Haapasalo et al. 2010) y tengan
bajo riesgo de causar reacciones anafilacticas (Zehnder 2006). Una solucion
irrigadora 6ptima debe tener todas o la mayoria de las caracteristicas
positivas, pero ninguna de las propiedades negativas. Sin embargo, ninguno
de los irrigantes disponibles puede considerarse ideal, por lo que la
utilizacién de una combinacion de productos en una secuencia adecuada

contribuye al éxito del tratamiento (Haapasalo et al. 2010).

Habitualmente se utiliza como solucion irrigadora el NaClO a
diferentes concentraciones (entre el 0,5 y el 5,25%) (Gomes et al. 2001,

Hauman y Love 2003), sélo o alterndndolo con otras sustancias (Arias-Moliz
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etal. 2015), ya que cumple mas caracteristicas que cualquier otro compuesto
(Zehnder 2006). Pertenece al grupo de los compuestos halogenados
(Lorenzo 2012) y es una base fuerte (Estrela et al. 2002), con un pH de 11-
12 aproximadamente (Hulsmann y Hahn 2000). EI NaCIO fue recomendado
por Labarraque (1777-1850) para prevenir la fiebre en el parto y otras
enfermedades infecciosas (Bouvet 1950; Zehnder 2006). Durante la Primera
Guerra Mundial, el quimico Henry Drysdale Dakin y el cirujano Alexis Carrel
extendieron la utilizacion de una solucién tamponada de NaClO al 0,5% para
limpiar heridas abiertas infectadas (Dakin 1915). EI NaClO se ha usado como
irrigador principal en Endodoncia desde que en 1919 fuera recomendado por
Coolidge (Coolidge 1919; 1929). Su eficacia como solucidn irrigadora ha sido
confirmada en diferentes estudios (Arias-Moliz et al. 2015; Bystrom y
Sundgvist 1983; Siqueira et al. 1997; Siqueira et al. 2000a), siendo la mas
utilizada en Endodoncia por sus excelentes propiedades antibacterianas y

por su capacidad para disolver tejidos (Zehnder et al. 2002).

El NaClO muestra un equilibrio dinAmico como se aprecia en la

reaccion (Estrela et al. 2002):

NaClO + H20 < NaOH + HOCI <« Na* + OH- + H* + OCI

El efecto antibacteriano del NaClO se debe a que al disolverse en agua
forma cloro molecular y acido hipocloroso (HOCI), que producen la oxidacion
de los grupos tiol o sulfhidrilo (SH) y amino (NH) de las proteinas de los
microorganismos, alterando las funciones metabdlicas de la bacteria

(Siqueira et al. 2000a), ejerciendo una accién germicida rapida y eficaz
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(Lorenzo 2012). El acido hipocloroso, al entrar en contacto con el tejido
organico actlla como solvente, liberando clorina, un fuerte oxidante con
accioén antimicrobiana que inhibe las enzimas bacterianas al oxidar de forma
irreversible los grupos sulfhidrilo de las enzimas bacterianas esenciales. Al
combinarse con el grupo amina de las proteinas, la clorina forma cloramina,
gue interfiere en el metabolismo celular. Ademas, el elevado pH del NaCIO,
influenciado por la liberacién de iones hidroxilo, interfiere con la integridad de

la membrana citoplasmatica (Estrela et al. 2002).

Por otra parte, la utilizacién de NaClO es de suma importancia para la
remocion de restos de tejido necrético y tejido vital organico (Haapasalo et
al. 2010), ya que tiene la propiedad Unica de disolver la materia organica
(Zehnder et al. 2002), aunque presenta la desventaja de que no es capaz de
eliminar el barrillo dentinario (Arias-Moliz et al. 2015; Haapasalo et al. 2010).
Sin embargo, el NaCIO afecta a la parte organica del mismo, haciendo
posible su remociéon completa mediante la subsiguiente aplicacién de
agentes quelantes (Haapasalo et al. 2010). La disolucién del tejido organico
puede verificarse en la reaccién de saponificacién que tiene lugar cuando el
NaClO degrada los &cidos grasos y lipidos, produciéndose jabén y glicerol
(Estrela et al. 2002). De este modo los tejidos pulpares y el pus son disueltos,
lo que permite al agente antibacteriano acceder con mayor facilidad a las
areas infectadas (Hauman y Love 2003). Como consecuencia de estas
propiedades, el NaClO a altas concentraciones (5%) es toxico e irritante para

los tejidos (Spangberg et al. 1973).
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Ha habido mucha controversia sobre la concentracion de las
soluciones de NaClO para su utilizacion en Endodoncia (Siqueira et al.
2000a; Zehnder 2006), habiéndose utilizado comUnmente a una
concentracién de entre el 0,5y el 5,25% (Gomes et al. 2001; Hauman y Love
2003). La concentracion ideal seria aquella que posea una adecuada eficacia
antibacteriana con una baja toxicidad (Siqueira et al. 2000a). La eficacia
antibacteriana y capacidad de disolucion del tejido del NaCIlO es
directamente proporcional a su concentracién (Estrela et al. 2002), pero
también lo es su toxicidad (Spangberg et al. 1973). La mayoria de las
complicaciones de la utilizacion del NaClO parecen ser el resultado de su
inyeccién accidental mas alla del apice radicular, pudiendo causar dolor,
inflamacion, hemorragia y, en algunos casos, infeccion secundaria y

parestesia (Basrani y Haapasalo 2012; Hulsmann y Hahn 2000).

La presencia de materia organica en contacto con el NaClO consume
la clorina disponible y debilita su efecto antibacteriano (Haapasalo et al.
2010; Siqueira et al. 2000a), por tanto, la renovacion regular, la utilizacion de
volumenes grandes de irrigante y su presencia en el conducto durante
periodos de tiempo mas largos, son factores que mejoran la eficacia del
NaClO (Baumgartner y Cuenin 1992; Haapasalo et al. 2010; Siqueira et al.
2000a). Por otra parte, al incrementar la temperatura de la solucién, mejora

su capacidad para disolver tejidos y su eficacia (Sirtes et al. 2005).

En TER habitualmente se utiliza el NaClIO como solucion irrigadora a

diferentes  concentraciones (Diogenes et al. 2013), entre el 1,25%
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(Thibodeau y Trope 2007) y el 5,25% (Ding et al. 2009; Jung et al. 2008) o
incluso 6% (Reynolds et al. 2009; Shin et al. 2009). Algunos autores lo han
utilizado en combinacién con perdxido de hidrégeno (Cotti et al. 2008; lwaya
et al. 2001; Shah et al. 2008) o con CLX (Banchs y Trope 2004; Reynolds et

al. 2009; Shin et al. 2009).

Como se ha descrito anteriormente, la AAE recomienda irrigar con
20 ml de NaClO al 1,5% por conducto durante 5 min., y a continuacién con
suero salino o EDTA (20 ml por conducto, 5 min) (AAE Clinical considerations
for a regenerative procedure 2016). La ESE, sin embargo, recomienda irrigar
durante 5 min. con 20 ml de NaCIO a una concentracién de entre 1,5y 3%,
seguido de 5 ml de suero salino fisiolégico y 20 ml de EDTA al 17% (Galler
et al. 2016a). En la segunda cita no recomiendan la irrigacion con NaClO,
sino con 20 ml de EDTA al 17% (AAE Clinical considerations for a
regenerative procedure 2016; Galler et al. 2016a). Es muy importante
asegurarse de que la aguja entra holgada en el conducto y de que la

irrigacion se realiza muy lentamente (Banchs y Trope 2004).

Se ha demostrado que el NaClIO tiene efectos negativos sobre las
DPSCs (Galler et al. 2011), disminuyendo su fijacion a las paredes de los
conductos radiculares (Ring et al. 2008); y sobre la supervivencia y
diferenciacion de las SCAP (Martin et al. 2014; Trevino et al. 2011), mientras
que la aplicacion de EDTA parece ser beneficiosa en TER (Galler et al. 2011;

Galler et al. 2016b; Martin et al. 2014; Pang et al. 2014; Trevino et al. 2011).
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El EDTA es un agente quelante que fue introducido como solucion
irrigadora en Endodoncia en 1957 por Nygaard-Ostby (Nygaard-Ostby 1961).
Segun la AAE la quelacion en Endodoncia es la remocién de iones
inorganicos de la estructura dentaria mediante un agente quimico,
generalmente el EDTA. Se utiliza para ensanchar los conductos estrechos y
para eliminar el barrillo dentinario tras la preparacién del conducto (AAE

Glossary of Endodontic Terms 2016).

La capa de barrillo dentinario o smear layer fue descrita por primera
vez en la superficie de conductos radiculares instrumentados, por McComb
y Smith en 1975, y puede definirse como una pelicula superficial de residuos
retenidos en la dentina y otras superficies, que resulta de la instrumentacion
de las paredes de los conductos con instrumentos rotatorios o limas de
Endodoncia. Consiste en particulas de dentina, restos de tejido pulpar vital o
necrético, componentes bacterianos e irrigante retenido (AAE Glossary of
Endodontic Terms 2016), y puede contener bacterias y sus subproductos
(McComb y Smith 1975; Torabinejad et al. 2002; Violich y Chandler 2010).
Es una capa amorfa, irregular y granular de espesor variable (normalmente
mide alrededor de 1-2 p) que puede penetrar en el interior de los tabulos
hasta unas 40 p de profundidad (Mader et al. 1984). La capa de barrillo
dentinario no solo impide la penetracion de la medicacién obstaculizando la
desinfeccion del conducto, sino que puede dificultar la intima adaptacion
entre el material de relleno y las paredes del conducto radicular (Torabinejad
et al. 2002; Violich y Chandler 2010; Yoshida et al. 1995). Por lo tanto, su

eliminacién daria como resultado una desinfeccion mas completa del sistema
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de conductos radiculares y de los tibulos dentinarios y una mejor adaptacién
entre el material de obturacién y las paredes del conducto radicular

(Torabinejad et al. 2002; Violich y Chandler 2010).

Los agentes quelantes se utilizan para remover la capa de barrillo
dentinario creado durante la instrumentacién (Calas et al. 1994),
contribuyendo, por tanto, a la correcta desinfeccién del conducto radicular
(Torabinejad et al. 2002; Violich y Chandler 2010; Yoshida et al. 1995).
Ademas parecen poseer cierta actividad antibacteriana (Baca et al. 2011a).
Generalmente se utilizan a una concentracion que oscila entre el 15%
(Yoshida et al. 1995) y el 17% (Haapasalo et al. 2014; Ulusoy y Cehreli 2017).
La solucion de EDTA es neutra o ligeramente alcalina (Haapasalo et al. 2014)
y reacciona con los iones de calcio presentes en los cristales de
hidroxiapatita de la dentina, pudiendo provocar efectos erosivos con
disolucién de la dentina inter y peritubular, dependiendo del tiempo de

aplicacion (Calt y Serper 2002).

Se ha comprobado que el EDTA debilita la accion del NaCIO al
producir una disminucién de la clorina libre (Zehnder et al. 2005). Por tanto,
el protocolo recomendado para la eliminacién del barrillo dentinario es NaClO
seguido de EDTA o acido citrico (Haapasalo et al. 2012). La utilizacién de
agentes antimicrobianos tras el agente quelante en el protocolo de irrigacién
final, se basa en la premisa de que si se elimina el barrillo dentinario
mediante el agente quelante, el agente antimicrobiano tendra mejor acceso

a los tubulos dentinarios (Baca et al. 2011b). Sin embargo, la irrigaciéon con
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NaClO tras la utilizacion de EDTA, produce una marcada erosién de la
dentina del conducto radicular, debilitando la raiz, lo que podria contribuir a
un mayor riesgo de fractura radicular vertical (Qian et al. 2011; Wang et al.
2016). Ademas el NaCIO no posee actividad residual (Baca et al. 2011a;
Menezes et al. 2004; Weber et al. 2003); la utilizacién de CLX y/o cetrimida
(CTR) como régimen de irrigacion final podria ser una alternativa, dada su
accion antimicrobiana a lo largo del tiempo (Baca et al. 2011a; Baca et al.

2011b).

En cuanto a su citotoxicidad, la extrusion apical del EDTA durante el
tratamiento endodéntico puede causar descalcificacion del hueso periapical
y tener efectos en el sistema inmune al reducir la adhesién de los macréfagos
interactuando en la modulacién de la respuesta inmune y en los mecanismos
inflamatorios involucrados en las lesiones periapicales, incluso a
concentraciones menores de las utilizadas en Endodoncia. Este efecto es
dependiente tanto de la dosis como del tiempo (Segura et al. 1997; Segura

et al. 1996).

En TER, como se ha mencionado previamente, tanto la AAE (AAE
Clinical considerations for a regenerative procedure 2016) como la ESE
(Galler et al. 2016a) recomiendan la utilizacion de EDTA en el protocolo de
irrigacién. Segun Trevino et al. (2011), su incorporacibn en estos
procedimientos podria ser beneficiosa al mejorar la supervivencia de las
SCAP y promover su fijacién a la pared dentinaria del conducto radicular.

Asimismo, el pretratamiento con EDTA como paso final de un protocolo de
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irrigacion para TER promueve la adhesion, migracion y diferenciacion de
DPSCs hacia o sobre la dentina (Galler et al. 2016b). De hecho, Pang et al.
(2014) demostraron que el tratamiento de la superficie de la dentina con
EDTA favorece la fijacion celular y diferenciacion odontoblastica y
osteoblastica in vitro. Ademas la exposicion a EDTA favorece la liberacion
de factores de crecimiento de la dentina (Galler et al. 2015). Por tanto, la
irrigacion con EDTA optimizaria las condiciones para la diferenciacién

celular, formacion de tejido y regeneracién (Galler et al. 2011).

2.6.2. Medicacion intraconducto en terapia endoddntica

regenerativa

Los medicamentos intraconducto se utilizan como una ayuda para
mejorar el prondstico del tratamiento endodéntico con el objetivo de eliminar
o destruir bacterias remanentes en el sistema de conductos radiculares que
no hayan sido destruidas por el proceso de preparacion biomecanica, reducir
la inflamacion de los tejidos periapicales y el dolor, ayudar a eliminar el
exudado apical si existe, prevenir o detener reabsorciones radiculares y
prevenir reinfecciones del sistema de conductos radiculares (Abbott 1990;

Athanassiadis et al. 2007; Chong y Pitt Ford 1992).

En TER la desinfeccién del conducto se basa en la irrigacion y en la
colocacién de una medicacion intraconducto (Diogenes et al. 2013) debido a
que las paredes finas y fragiles de los conductos radiculares inmaduros
representan una contraindicacion para la instrumentacion mecanica

(Diogenes et al. 2014).
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En todos los casos de TER, excepto en uno (Shin et al. 2009), se han
utilizado medicamentos intraconducto (Banchs y Trope 2004; Cehreli et al.
2011; Chueh et al. 2009; Cotti et al. 2008; Iwaya et al. 2001; Jeeruphan et al.
2012), pero sin que existiera consenso en cuanto a cuél es la medicacion
mas eficaz, ni el tiempo que ésta debe permanecer en el conducto, existiendo
gran variabilidad en los protocolos de tratamiento (Diogenes et al. 2014).
Iwaya et al. (2001) colocaron una mezcla de metronidazol y ciprofloxacino
durante 4 semanas en el interior del conducto. Posteriormente, Banchs y
Trope (2004) utilizaron una pasta consistente en una combinacion de
ciprofloxacino, metronidazol y minociclina durante 26 dias. Esta triple pasta
antibidtica, que ya habia sido descrita por Sato et al. (1992) y por Hoshino et
al. (1996), se convirtio en la utilizada con mayor frecuencia en TER (Banchs
y Trope 2004; Diogenes et al. 2013; Diogenes et al. 2014; Jeeruphan et al.

2012; Kim et al. 2010; Nosrat et al. 2011; Saoud et al. 2014).

Diogenes et al. (2013) realizaron una revision sobre este aspecto y
establecieron que aproximadamente en el 51% de los casos de TER
publicados, se utiliz6 TPA como medicacién intraconducto (Diogenes et al.
2013). Actualmente, sin embargo, debido a los posibles inconvenientes
derivados de su aplicacion, la ESE recomienda la utilizacion de Ca(OH)2
(Galler et al. 2016a), al igual que la AAE, que ademas propone la utilizacién
de TPA a concentraciones bajas o la eliminacién de la minociclina de la
mezcla (DPA) o sustituir ésta por otro antibidtico (AAE Clinical considerations

for a regenerative procedure 2016).
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Triple pasta antibiotica

La infeccion del sistema de conductos radiculares se considera mixta
de etiologia polimicrobiana (Lysakowska et al. 2016; Sassone et al. 2007;
Siqueira et al. 2000b), con predominio de bacterias anaerobias y facultativas
(Sassone et al. 2007; Tennert et al. 2014). Ademas una proporcion
considerable de las infecciones de conductos radiculares contiene hongos
(Persoon et al. 2017). Debido a la complejidad de la infeccién endodontica,
se pensé que era improbable que un Unico antibiético pudiera desinfectar
eficazmente el conducto y que seria necesaria una combinacién para hacer
frente a una flora tan diversa. La combinacién que parecia mas prometedora
consiste en metronidazol, ciprofloxacino y minociclina (Windley et al. 2005).
Esta mezcla ha sido muy eficaz tanto in vitro (Hoshino et al. 1996; Sabrah et
al. 2013; Sato et al. 1992) como in situ (Madhubala et al. 2011; Sato et al.

1996; Shokraneh et al. 2014) e in vivo (Windley et al. 2005).

El metronidazol es un compuesto nitroimidazélico que posee un
amplio espectro de actividad contra protozoos y bacterias anaerobias
(Windley et al. 2005). Los nitroimidazoles actian inhibiendo la sintesis de
ADN bacteriano con efecto bactericida (Lorenzo 2012). ElI metronidazol
penetra faciimente las membranas celulares de las bacterias y se une al
ADN, interrumpiendo su estructura helicoidal, lo que conduce a la muerte
rapida de la célula. Debido a su fuerte actividad antibacteriana frente a cocos
anaerobios y bacilos Gram-negativos y Gram-positivos, se ha utilizado tanto

de forma sistémica como tépica en el tratamiento de la enfermedad
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periodontal (Windley et al. 2005). Hoshino et al. (1988) mostraron la eficacia
del metronidazol frente a bacterias de dentina cariada (Hoshino et al. 1988).
Siqueira y de Uzeda (1997) comprobaron in vitro la efectividad del gel de
metronidazol frente a bacterias anaerobias estrictas cominmente presentes
en infecciones endodénticas (Siqueira y de Uzeda 1997). Asimismo, Roche
y Yoshimori (1997) demostraron in vitro que el metronidazol tiene una
excelente actividad frente a microorganismos anaerobios que provenian de
abscesos odontogénicos, pero no frente a aerobios, por lo que requeriria

combinarse con otros agentes (Roche y Yoshimori 1997).

En cuanto a la eficacia del metronidazol frente a E. faecalis,
Krithikadatta et al. (2007) evaluaron la desinfeccion de los tubulos dentinarios
contaminados con esta bacteria y, aunque el gel de metronidazol exhibié
efecto antibacteriano frente a E. faecalis, el gel de CLX al 2% fue mas eficaz

(inhibicion del 100%).

La minociclina es un derivado semisintético de la tetraciclina con un
espectro de actividad similar. Las tetraciclinas (doxiciclina y minociclina) son
un grupo de antimicrobianos bacteriostaticos que inhiben reversiblemente la
sintesis proteica en la superficie de los ribosomas. Acceden a la célula
bacteriana mediante difusion pasiva a través de la membrana externa,
seguido de un transporte activo a través de la membrana interna (Windley et
al. 2005). Su estructura quimica consiste en un nuicleo central tetraciclinico,
con diferentes radicales. Todas ellas tienen el mismo mecanismo de accién

y un espectro antimicrobiano amplio (Lorenzo 2012). Ejercen actividad frente
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a microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos y son eficaces frente a
la mayoria de las espiroquetas y muchas bacterias anaerobias y facultativas.
Esta disponible en muchas formas tépicas que van desde mezclas en forma
de gel hasta microesferas de liberacion lenta, y se ha utilizado también en la

terapia periodontal (Windley et al. 2005).

Las tetraciclinas y sus derivados (como la minociclina) se adsorben
facilmente por las superficies dentales conservando su actividad
antibacteriana (Baker et al. 1983). Tienen sustantividad antibacteriana, esta
propiedad crea un reservorio de agente antibacteriano activo que se libera
de la superficie de la dentina de forma lenta y sostenida (Mohammadi y
Abbott 2009), lo que sugiere que las tetraciclinas deberian ser eficaces en el

tratamiento y prevencion de las infecciones dentales (Baker et al. 1983).

Las tetraciclinas tienen también muchas propiedades adicionales
ademas de su accion antimicrobiana, como propiedades antireabsortivas, al
inhibir metaloproteinasas de matriz como la colagenasa, enzima que media
la degradacién del tejido conectivo (actividad anticolagenasa) (Golub et al.
1991). Las alteraciones inflamatorias como la periodontitis cursan con un
exceso de colagenasas que pueden bloquearse por las tetraciclinas,
inhibiendo la degradacion de los tejidos conectivos tanto 6seos como no
0seos, lo que impediria, por tanto, la progresion de la enfermedad periodontal
(Rifkin et al. 1993). Asimismo, promueven la adhesion y crecimiento de los
fibroblastos, favoreciendo la restauracion del tejido periodontal (Terranova et

al. 1986).
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El ciprofloxacino es una fluorquinolona sintética de accion
bactericida (Windley et al. 2005). Las quinolonas fluoradas o fluorquinolonas
tienen en su estructura un atomo de flllor que mejora su espectro y lo amplia
a gérmenes Gram-positivos (Lorenzo 2012), aunque su actividad frente a
éstos es muy limitada. Sin embargo, tienen una actividad muy potente frente
a patégenos Gram-negativos. El ciprofloxacino actlla mediante la inhibicion
de la ADN girasa, dando como resultado la degradacién del ADN. La mayoria
de las bacterias anaerobias son resistentes al ciprofloxacino, por lo que a
menudo se combina con el metronidazol para el tratamiento de infecciones

mixtas (Windley et al. 2005).

Hoshino et al. (1996) compararon in vitro el efecto antibacteriano de
estos medicamentos solos 0 en combinacion, en bacterias tomadas de la
dentina de conductos radiculares infectados, dentina cariada y pulpa
infectada. Utilizados individualmente, ninguno de los medicamentos eliminé
por completo todas las bacterias, sin embargo la TPA logré erradicarlas.
Windley et al. (2005) también demostraron su eficacia en la desinfeccion de

dientes inmaduros de perros con periodontitis apical.

La TPA se ha utilizado con éxito para desinfectar los conductos
radiculares en TER, produciéndose el cierre apical y el engrosamiento de las
paredes radiculares (Banchs y Trope 2004; Ding et al. 2009; Jeeruphan et
al. 2012; Jung et al. 2008; Nosrat et al. 2011; Saoud et al. 2014). Sin
embargo, presenta varios inconvenientes como son: el riesgo de producir

alteraciones en el color de los dientes (Kim et al. 2010; Peters 2014; Petrino
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et al. 2010) debido a la minociclina (Kim et al. 2010; Petrino et al. 2010); de
promover reacciones alérgicas o desarrollo de resistencias antibitticas
(Reynolds et al. 2009), y los posibles problemas de biocompatibilidad, ya que
una concentracién excesiva de TPA, podria afectar los tejidos del huésped,

limitando la regeneracion tisular (Chuensombat et al. 2013).

Para disminuir el riesgo de tincién dental con la TPA (Kim et al. 2010;
Petrino et al. 2010), se sugiri6 la aplicacion de grabado acido y adhesivo en
las superficies internas del acceso coronal para sellar los tdubulos de la
dentina cameral (Reynolds et al. 2009); sin embargo, la utilizacion de esta
técnica no suprime dicha posibilidad (Kim et al. 2010). Otras opciones
incluyen la sustitucion de minociclina por otros antibiéticos como el cefaclor
(Thibodeau y Trope 2007), su eliminaciébn de la preparacién (DPA)
(Hargreaves et al. 2013; Iwaya et al. 2001), o la utilizacion de Ca(OH)2
(Cehreli et al. 2011; Chueh y Huang 2006; Chueh et al. 2009; Cotti et al.
2008). La DPA sin minociclina, también se ha utilizado obteniendo buenos

resultados (Hargreaves et al. 2013; Iwaya et al. 2001).

Por otra parte, el empleo de otros agentes como CLX 0 CTR en esos
procedimientos regenerativos podria ser una buena alternativa (Carbajal
Mejia y Aguilar Arrieta 2016; Soares et al. 2013). De hecho, la combinacién
de gel de CLX al 2% con Ca(OH)2 como medicacion intraconducto ha

mostrado ser tan eficaz como la TPA (Nagata et al. 2014b).
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Hidréxido de calcio

Desde su introduccion en los afios 20, el Ca(OH)2 se ha utilizado
ampliamente en Endodoncia (Athanassiadis et al. 2007; Siqueira y Lopes
1999; Tang et al. 2004), siendo el medicamento intraconducto més empleado
(Athanassiadis et al. 2007; Tang et al. 2004). Es un polvo blanco inodoro
cuya férmula es Ca(OH): y procede de la reaccién entre el 6xido de calcio

(Ca0) y el agua:

CaO + H20 = Ca(OH)2

El 6xido de calcio o “cal viva” es una sustancia con una gran capacidad
corrosiva, que procede de la combustién de la roca caliza, compuesta
fundamentalmente por carbonato calcico (CaCOs), a una temperatura de

entre 900 y 1200°C, produciéndose la siguiente reaccién quimica:

CaCOs > CaO + COz2

El Ca(OH)2 tiene un peso molecular de 74.08 y un elevado pH (de
entre 12.5 y 12.8 aproximadamente) (Fava y Saunders 1999). Sus acciones
principales provienen fundamentalmente de su disociacion en iones calcio
(Ca?") e hidroxilo (OH-) cuando se encuentra en disolucion acuosa. Se
clasifica quimicamente como una base fuerte (Mohammadi y Dummer 2011,
Siqueira y Lopes 1999) y tiene una baja solubilidad en agua, que es una
buena caracteristica clinica porque cuando entra en contacto directo con

tejidos vitales, es necesario un largo periodo de tiempo antes de que se haga
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soluble en los fluidos tisulares, permaneciendo de forma prolongada en el

conducto (Fava y Saunders 1999; Siqueira y Lopes 1999).

Cuando el polvo de Ca(OH)2 se mezcla con un vehiculo apropiado, se
forma una pasta que deberia tener las siguientes caracteristicas (Fava y
Saunders 1999): estar compuesta principalmente de Ca(OH)2, que se asocia
a otras sustancias para mejorar algunas de sus propiedades fisico-quimicas
como radiopacidad y consistencia; que sea no fraguable; que pueda hacerse
soluble o reabsorberse por los tejidos vitales despacio o rapido
despendiendo del vehiculo y otros componentes; debe estar disponible para
su utilizacion como una pasta o poder prepararse para utilizarse en el
momento en que se necesite, y dentro del sistema de conductos radiculares

se debe utilizar sélo como material de relleno temporal y no definitivo.

Los agentes antimicrobianos generalmente actlan interrumpiendo
procesos bhioldgicos basicos, tales como la biosintesis del ADN, proteinas o
la pared celular (Tang et al. 2004). La actividad antimicrobiana del Ca(OH)2
se debe a la liberacion y difusion de iones OH-, credndose un ambiente muy
alcalino que impide la supervivencia de microorganismos (Athanassiadis et
al. 2007; Heithersay 1975; Siqueira y Lopes 1999; Tang et al. 2004). Los
mecanismos mas probables por los que los radicales OH- afectan letalmente
a las bacterias son: a) induciendo la division de las cadenas de ADN,
inhibiendo la replicacion del ADN y perturbando la actividad celular; b)
induciendo la peroxidacion lipidica, dando como resultado la destruccién de

los fosfolipidos, componentes de la membrana celular, con la subsiguiente
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pérdida de acidos grasos insaturados y dafio a la membranay ¢) produciendo
una desnaturalizacion de las proteinas, pérdida de la actividad biologica de
las enzimas y disrupcion del metabolismo celular (muy dependiente de las
actividades enzimaticas) (Siqueira y Lopes 1999; Tang et al. 2004). Esta
liberacién de iones se produce de forma lenta debido a la inherente
capacidad tampén de la dentina (Athanassiadis et al. 2007; Siqueira y Lopes
1999; Wang y Hume 1988). Por otra parte, la disponibilidad de iones de Caz*
en el lugar de accidon parece ser Util para ejercer efectos terapéuticos

mediados a través de los canales i6nicos (Athanassiadis et al. 2007).

Ademas de la accion quimica, el Ca(OH)z actia como barrera fisica:
previene la entrada de bacterias en el sistema de conductos radiculares al
rellenar el espacio (Siqueira y Lopes 1999) y restringe fisicamente la
proliferacion de bacterias residuales al retener el sustrato para el crecimiento

y limitando el espacio para la multiplicacién (Siqueira et al. 1998b).

Por otro lado, el Ca(OH): es capaz de inducir una barrera calcificada.
La capacidad del Ca(OH)2 de estimular la mineralizacion se debe a la
liberacion de iones Ca?* y a su elevado pH. El grupo OH- proporciona un
ambiente alcalino que estimula la reparacion y calcificacion al neutralizar el
acido lactico de los osteoclastos previniendo la disolucion de los
componentes minerales de la dentina. Ademas podria activar las fosfatasas
alcalinas que juegan un papel muy importante en la formacién de tejido duro
(Mohammadi y Dummer 2011). Por otra parte, la continua disolucion del

Ca(OH)2 en Ca?* y OH- produce un microambiente local con una alta
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concentracion de Ca2*, que es mas alta en el lugar de aplicacién y decrece
a medida que aumenta la distancia al material, produciéndose un gradiente
que es capaz de activar células madre, osteoblastos y fibroblastos (Sangwan
et al. 2013). Segun Ji et al., el Ca(OH)2 favorece el reclutamiento, migracion,
proliferacion y mineralizacion de las DPSCs y PDLSCs. Ademas, los iones
Ca?* aumentan la sintesis de biomoléculas como fibronectina y proteinas
morfogenéticas de hueso, que juegan un papel fundamental en promover la
diferenciacion de los odontoblastos y participan en la mineralizacién

(Sangwan et al. 2013).

En Odontologia, el Ca(OH)z se ha utilizado para controlar el exudado
periapical, estimular la curaciéon de lesiones apicales, como medicacion
temporal entre citas en terapia endoddntica, para controlar reabsorciones
apicales y reabsorciones radiculares externas e internas, tratamiento de
perforaciones, fracturas radiculares horizontales, fracturas radiculares
verticales, recubrimiento pulpar directo e indirecto y en dientes con desarrollo
radicular incompleto para apicogénesis y apicoformacion (JOE Editorial
Board 2008; Heithersay 1975). ElI Ca(OH);, como medicamento
intraconducto Unico, también se ha aplicado en TER con resultados
satisfactorios (Cehreli et al. 2011; Chueh et al. 2009; Cotti et al. 2008). Sin
embargo algunos autores han argumentado que debido a su elevado pH
podria producir la destruccion de células con potencial para diferenciarse en
tejido pulpar (Banchs y Trope 2004). Asimismo, se ha asociado con un mayor

riesgo de que se produzca una calcificacion intraconducto, lo cual
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comprometeria la vitalidad/funcién de los tejidos pulpares revascularizados

(Chueh y Huang 2006; Song et al. 2017).

El vehiculo con el que se mezcla el Ca(OH)2 para formar la pasta
afecta a las propiedades fisicas y quimicas del compuesto y, por tanto, a sus
aplicaciones clinicas. El propilenglicol es un liquido claro, incoloro e inodoro
con un ligero sabor caracteristico que se asemeja al de la glicerina.
Quimicamente, es un alcohol dihidrico con una consistencia almibarada, que
se ha utilizado ampliamente como un vehiculo Gtil para preparaciones
farmacéuticas y ha demostrado una fuerte accién antibacteriana frente a
microorganismos comunes en conductos radiculares (Fava y Saunders
1999). Su naturaleza higroscépica permite la absorciéon de agua, lo que
garantiza una buena liberacion sostenida de Ca(OH): durante largos
periodos. Otra ventaja de esta sustancia es su consistencia, que mejora las
cualidades de manipulacién de la pasta. Por tanto, el propilenglicol se ha
recomendado como el vehiculo de eleccion para la preparacion del Ca(OH)2

(Simon et al. 1995).

Clorhexidina

Se desarrollé en la década de los 40 por los laboratorios Imperial
Chemical Industries en Inglaterra. Inicialmente, se sintetizaron una serie de
polibiguanidas con el objetivo de obtener sustancias frente a la malaria. Afios
mas tarde resurgieron como agentes antibacterianos, siendo la CLX la mas
potente (Davies et al. 1954). La CLX se ha utilizado en los Gltimos 60 afios

para la desinfeccién de la piel y en diversos campos de la medicina como
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ginecologia, urologia, oftalmologia, otorrinolaringologia, y para el tratamiento
de quemaduras (Fardal y Turnbull 1986; Gomes et al. 2013). Su uso en
Odontologia se extendié a partir de los afios 70, gracias a los estudios
realizados por Lée y Schiott (1970). Es un agente antiplaca eficaz y se utiliza
rutinariamente en la terapia periodontal y prevencién de la caries (Fardal y
Turnbull 1986). Su eficacia frente a Streptococcus mutans y Lactobacillus es
la base para su uso en la prevencion de la caries (El karim et al. 2007). En
Endodoncia se utiliza ampliamente como agente de irrigacion y como

medicamento intraconducto (Mohammadi y Abbott 2009).

La CLX es una bisbiguanida catiénica sintética que consta de 2 anillos
simétricos 4-clorofenol y 2 grupos biguanida conectados por una cadena
central de hexametileno (Greenstein et al. 1986) (Figura 1.2). Se trata de una
molécula hidrofébica y lipofilica con carga positiva que interactda con los
fosfolipidos y lipopolisacaridos de la membrana celular de las bacterias y
luego penetra en su interior a través de algun tipo de mecanismo de

transporte activo o pasivo (Dynes et al. 2006).

I, CHx

Figura 1.2. Férmula estructural de la CLX (Davies et al. 1954)

La CLX es una base fuerte y es mas estable en forma de sal

(Greenstein et al. 1986). Originalmente se formulé como acetato y clorhidrato
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de CLX (Davies et al. 1954), ambas relativamente poco solubles en agua,
por lo que se reemplazaron por digluconato de CLX (Foulkes 1973), que es
una sal altamente soluble en agua, y a un pH fisioldgico se disocia facilmente

y libera el componente cargado positivamente (Greenstein et al. 1986).

El efecto beneficioso de la CLX se debe a sus propiedades
antibacterianas y sustantivas y a su capacidad para inhibir la adherencia de
ciertas bacterias (Athanassiadis et al. 2007; Mohammadi y Abbott 2009). Su
eficacia se basa en la interaccion entre la carga positiva de la molécula y la
carga negativa de los grupos fosfato de la pared celular bacteriana. Esto
aumenta la permeabilidad de la pared celular, lo cual permite que la molécula
de CLX penetre en la bacteria con efectos téxicos intracelulares. A bajas
concentraciones (0,2%), la CLX tiene un efecto bacteriostéatico, causando
una alteracion del equilibrio osmético de la bacteria y una fuga de potasio y
fésforo. A altas concentraciones, la CLX es bactericida, provocando que el
contenido citoplasmatico de la célula bacteriana precipite, dando como
resultado la muerte celular (Gomes et al. 2003; Greenstein et al. 1986;

Mohammadi y Abbott 2009; Ryan 2010).

La CLX tiene efectos inhibitorios frente a las bacterias que se
encuentran comunmente en las infecciones endoddnticas (Cervone et al.
1990). Presenta un amplio espectro, siendo activa frente a un amplio rango
de microorganismos, con mayor efectividad frente a bacterias Gram-
positivas que Gram-negativas (Hennessey 1973), anaerobios facultativos

(Ferraz etal. 2007; Gomes et al. 2001; Gomes et al. 2003; Vianna et al. 2004)
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y estrictos (Ferraz et al. 2007; Oncag et al. 2003; Sena et al. 2006; Siqueira
y de Uzeda 1997; Vianna et al. 2004), levaduras y hongos, particularmente
Candida Albicans (Ferguson et al. 2002; Vianna et al. 2004); e inactiva frente
a esporas bacterianas a temperatura ambiente (Gomes et al. 2005; Siqueira

et al. 1998a).

En Endodoncia, la CLX no se ha recomendado como irrigante (nico
ya que no posee capacidad de disolucion de tejidos (Gomes et al. 2003;
Mohammadi y Abbott 2009), pero si en el protocolo de irrigacion final (Baca
et al. 2011a; Zehnder 2006). La CLX en gel ha mostrado ser mas eficaz que
el Ca(OH): frente a E. faecalis (Almyroudi et al. 2002; Basrani et al. 2002;

Gomes et al. 2003).

La CLX, al igual que las tetraciclinas, tiene una caracteristica Unica
gque consiste en que la dentina medicada con ella adquiere sustantividad
antimicrobiana (Baca et al. 2011a; Khademi et al. 2006; Mohammadi y Abbott
2009; Rosenthal et al. 2004; White et al. 1997). Tiene la capacidad de
adsorberse a sustratos anidnicos (hidroxiapatita, biofilm, glicoproteinas
salivares y membranas mucosas) (Greenstein et al. 1986). Debido a que se
adsorbe en los tejidos dentales (hidroxiapatita), da como resultado una
liberacién gradual a niveles terapéuticos (Khademi et al. 2006), previendo la
colonizacion bacteriana en la superficie de la dentina durante un tiempo mas
alla del periodo de medicacion (Athanassiadis et al. 2007; Basrani et al.
2002). La CLX se conserva en la dentina radicular en cantidades

antimicrobianas eficaces durante al menos 12 semanas (Rosenthal et al.
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2004). Ademas, la CLX es un inhibidor de la actividad de las

metaloproteinasas in vivo (Brackett et al. 2007).

Por (ltimo, la biocompatibilidad de la CLX a las concentraciones

utilizadas clinicamente, es aceptable (Mohammadi y Abbott 2009).

Cetrimida

El bromuro de cetiltrimetilamonio o CTR es un detergente catiénico
derivado del amonio cuaternario que actlla como bactericida frente a gran
numero de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y frente a algunos
hongos (Lorenzo 2012). Debido a su naturaleza anfifilica, el mecanismo de
accion de los compuestos del amonio cuaternario es de tipo detergente,
produciéndose interacciones electrostaticas entre las cargas positivas de
éstos y la membrana celular bacteriana cargada negativamente,
conduciendo finalmente a fugas de material citoplasmatico vy lisis celular.
Actian contra la membrana celular bacteriana, pudiendo considerarse
antibiéticos de amplio espectro aunque exhiben una actividad marcadamente
aumentada contra las bacterias Gram-positivas (Jennings et al. 2015). La
adicion de un detergente a la solucion irrigadora podria permitir una mayor
penetracion de ésta en la profundidad de los tabulos al disminuir su tension

superficial, mejorando su accién antibacteriana (Giardino et al. 2006).

La CTR posee la capacidad de disminuir la estabilidad mecéanica de
los biofilms al disminuir las fuerzas cohesivas y desorganizar la matriz

polimérica extracelular (Simdes et al. 2005). Ha demostrado su capacidad
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para erradicar biofilms de E. faecalis in vitro (Arias-Moliz et al. 2010) y ex vivo
(Baca et al. 2011a). Ademas posee actividad residual, probablemente debido
a su naturaleza catiénica, que al igual que en el caso de la CLX, le da la
capacidad de interactuar con la dentina (Baca et al. 2011a). Al combinarse
con CLX, podrian tener una actividad sinérgica, ya que ambas actlian sobre
la pared celular de las bacterias (Portenier et al. 2006). De esta forma, CTR
combinada con CLX también ha demostrado ser efectiva frente a E. faecalis
(Baca et al. 2011b; D'Arcangelo et al. 1999; Oncag et al. 2003), siendo su
combinacion, incluso mas eficaz que la CLX sola (Arias-Moliz et al. 2010;
Portenier et al. 2006). Sin embargo, hasta la fecha, pocos estudios han
descrito la acciéon de la CTR como medicamento intraconducto (Carbajal

Mejia y Aguilar Arrieta 2016).

De acuerdo a la literatura disponible cuando se inicié el presente
trabajo de investigacién, no existia consenso sobre qué medicamento se
habia de utilizar en TER ni sobre la duracion del tratamiento, que oscilaba
entre 7 dias y varias semanas (Banchs y Trope 2004; Cehreli et al. 2011;
Chueh y Huang 2006; Chueh et al. 2009; Cotti et al. 2008; Ding et al. 2009;
Iwaya et al. 2001; Jeeruphan et al. 2012; Jung et al. 2008; Kim et al. 2010;
Nosrat et al. 2011; Petrino et al. 2010; Reynolds et al. 2009; Saoud et al.
2014). Tampoco se habian publicado estudios microbiolégicos que
compararan in situ la eficacia de TPA, DPA e Ca(OH)z solo, o0 en combinacién

con CLX y/o CTR tras su aplicacion en diferentes periodos de tiempo.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Por todo ello, en este trabajo de Tesis Doctoral se plantearon los

siguientes objetivos:

Determinar la actividad antimicrobiana frente a E. faecalis de
pastas de hidréxido de calcio con clorhexidina y/o cetrimida
aplicadas durante 2 y 7 dias en un modelo simulado de dientes

inmaduros.

Comparar su eficacia antimicrobiana con triple pasta antibiética y
doble pasta antibiética, asi como pasta de hidréxido de calcio, a

los 2y 7 dias.

Determinar el efecto antimicrobiano a largo plazo de las

medicaciones ensayadas, tras su aplicacion durante 7 dias.

Asimismo, se establecieron las siguientes hipétesis nulas:

1.

Las pastas de hidréxido de calcio con clorhexidina y/o cetrimida
poseen una actividad antimicrobiana similar, tanto a los 2 como a

los 7 dias tras su aplicacion.

Su eficacia antimicrobiana es similar a la de la triple pasta
antibiética, doble pasta antibiética y pasta de hidroxido de calcio,

en ambos periodos de tiempo.

El recrecimiento de E. faecalis en el conducto radicular tras la
aplicacion de las diferentes medicaciones durante 7 dias, es

similar.
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MATERIALES Y METODO

Este trabajo de investigacion se realiz6 de acuerdo al protocolo
presentado y aprobado previamente por el Comité de Etica de la Universidad

de Granada (Cdédigo n° 438) (Anexo 1).

3. 1. Seleccion de la muestra

El método experimental utilizado en este estudio fue una modificacion
del modelo de Haapasalo y @rstavik (1987). Para su realizacion, se
seleccionaron 138 dientes humanos unirradiculares con conducto Unico,
extraidos recientemente. Tras un raspado inicial con una cureta Gracey n°
5/6 (Hu-Friedy Mfg. Co., Leimen, Alemania) para eliminar mecénicamente
detritus y restos de tejido, los especimenes fueron conservados en timol al

0,1% a 4°C, hasta completar el tamafio muestral.

3. 2. Preparacion de los especimenes

Los dientes se lavaron con agua destilada para eliminar la solucién de
conservacion y se volvieron a limpiar meticulosamente con una cureta
Gracey n° 5/6 para eliminar de la superficie radicular cualquier remanente de
tejido periodontal (Figura 3.1). Posteriormente se introdujeron en un bafio de
ultrasonidos (Branson Ultrasonics Corporation, modelo 5510E—MT, Danbury,
CT, EE.UU.) con NaClO al 5,25% (Panreac Quimica S.A., Barcelona,

Espafia) durante 4 minutos.
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Figura 3.1. Eliminacion de detritus y remanentes de tejido con una cureta

Para estandarizar la longitud de todos los especimenes radiculares
a 8 mm, se utiliz6 un pie de rey (Fino GmbH, Bad Bocklet, Alemania). A
continuacion los dientes se inmovilizaron con cera sobre bloques de resina 'y
se marcaron con lapiz las lineas de corte (Figura 3.2): la primera a 3-4 mm
del extremo apical y la segunda a 8 mm de la primera en direccién coronal.
Los cortes se realizaron mediante una maquina de corte Isomet 5000
(Buehler, Lake Buff, IL, EE.UU), con un disco de diamante bajo refrigeracion

acuosa (Figura 3.3).

Figura 3.2. Diente fijado con cera al blogue de resina
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Figura 3.3. Realizacion de los cortes previamente marcados con lapiz

Para lograr una longitud exacta de 8 mm (Figura 3.4) y un acabado
mas fino de las superficies de corte, se utilizé una pulidora (Beta, Buehler).
Asimismo, se estandariz6 el diametro del conducto radicular utilizando un
contra-angulo (KavVo GmbH, Biberach, Alemania) y fresas de Peeso del n°

1 al n® 4 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suiza) (Figuras 3.5y 3.6).

Figura 3.4. Estandarizacion de la longitud radicular
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Figuras 3.5 — 3.6. Estandarizacién del diametro del conducto radicular.

Para permitir la manipulacion de los especimenes durante el
experimento se fabricd un molde individualizado para cada raiz de silicona
de consistencia masilla (Zhermack, Rovigo, Italia) (Figura 3.7). Previamente
se introdujo una bolita de algodén en el extremo apical del conducto para
evitar la penetracion de la silicona. El espécimen debia sobresalir

aproximadamente 1 mm del molde (Figura 3.8).

TI1111

Figura 3.7. Moldes de silicona individualizados para cada espécimen
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Figura 3.8. Detalle del espécimen dentro del molde de silicona

Antes de ser esterilizados, los especimenes se introdujeron en un
bafio de ultrasonidos con EDTA al 17% (pH 7,2) (férmula magistral) durante
2 minutos, seguido de su inmersién en otro bafio de ultrasonidos con NaCIO
al 5,25% durante otros 2 minutos. Cada espécimen y su modelo
correspondiente se esterilizaron en autoclave (Hirayama MGF, Co, Saitama,
Japén) a 121°C. Para confirmar la esterilidad de los especimenes se
introdujo cada uno en un tubo Eppendorf de 1,5 ml (Eppendorf Ibérica,
S.L.U., Madrid, Espafia), sumergidos en 1 ml de caldo infusién de cerebro-
corazon (BHI) (Scharlau Chemie, Barcelona, Espafia) y se incubaron a 37°C
durante 1 semana, inspeccionando el medio diariamente para asegurar que
no mostraban signos de turbidez. Desde este momento, los especimenes

fueron manipulados en una cadmara de flujo laminar (Telstar S.A. Modelo Bio-
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II-B, Tarrasa, Espafia) y en maximas condiciones de esterilidad para

minimizar el riesgo de contaminacion.

3. 3. Preparacion e inoculacion de E. faecalis

La bacteria utilizada fue la cepa de E. faecalis CECT 795 de la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Burjasot, Valencia, Espafia),
cuyo nombre y nimero de identificacién internacional es ATCC 29212. Para
Su uso, se sembro durante 24 horas a 37°C en BHI. Transcurrido este tiempo
se volvié a sembrar en placas de Petri que contenian agar sangre (Agar
Columbia + 5% de sangre de cordero, BioMérieux S.A., Marcy | Etoile,

Francia) para comprobar que la bacteria estaba en cultivo puro.

Una vez aislado E. faecalis, se procedi6 a la preparacion de la
suspensidn bacteriana en BHI, que se agitdé en un vortex (VELP Scientifica
SRL, Usmate (MB), Italia) para homogeneizarla. Por Ultimo, mediante un
turbidimetro (Densichek Plus, BioMerieux) se ajusté la suspension del
microorganismo a una turbidez correspondiente a 1 en la escala de
McFarland y se diluyé 30 veces para obtener una suspension bacteriana
inicial de aproximadamente 1 x 107 unidades formadoras de colonias por ml

(UFC/m).

Posteriormente se tomaron 1,2 ml de esa suspension, utilizando una
pipeta calibrada (Eppendorf® Research, Hamburgo, Alemania) y puntas de
pipeta estériles (Deltalab, Barcelona, Espafia) que se afiadieron al tubo

Eppendorf con el espécimen y se incubaron en estufa durante 3 semanas a
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37°C en condiciones aerd@bicas, reinoculando caldo BHI fresco cada 7 dias.
Se verific la pureza de los cultivos mediante tincion de Gram y comprobando
la morfologia de colonias. La ausencia de barrillo dentinario y la apertura de
los tudbulos dentinarios infectados se confirmé mediante microscopia

electrénica de barrido (Hitachi S-510; Hitachi Ltd, Tokio, Japon) (Figura 3.9).

Figura 3.9. Imagen de microscopia eIectréﬁica de barrido. Se puede observar

la ausencia de barrillo dentinario y los tibulos dentinarios infectados abiertos.
Pasado este tiempo, los especimenes se retiraron de los Eppendorf,

se pincel6 la superficie radicular de los especimenes con cianoacrilato
(Super Glue-3, Henkel Ibérica, S.A., Barcelona, Espafia) y se introdujeron en
el molde de silicona estéril. Asimismo la interfase entre la superficie del

diente y el molde de silicona se sellé también con cianoacrilato.

3.4. Toma de muestra

Tras el periodo de incubacion se realiz6 la primera toma de muestra

microbiolégica (toma basal) de los 128 especimenes incluidos en el estudio.
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Diez especimenes sin contaminar, 5 para cada periodo de seguimiento,

fueron utilizados como control de esterilidad.

El procedimiento se llevé a cabo inundando el conducto con una
solucién salina estéril (0,9%) y raspando mediante movimientos
circunferenciales la dentina durante 15 segundos con una lima Hedstrom #50
(Dentsply Maillefer). Seguidamente se colocaron en la luz del conducto 2
puntas de papel absorbente estériles #80 (Dentsply Maillefer) durante 30

segundos cada una, y se introdujeron, junto con la lima, en un tubo

Eppendorf de 1,5 ml con 500 pl de BHI (Figuras 3.10 y 3.11).

Figura 3.10. Soporte con los Eppendorf con las limas y ambas puntas de papel en su interior.

Figura 3.11. Detalle de un Eppendorf con la lima y ambas puntas de papel en su interior.

Tras agitar los Eppendorf en el vértex durante 30 segundos se
realizaron cinco diluciones seriadas (10! a 10°) en placas de microtiter
(Nunc 163320, Roskilde, Dinamarca) (Figura 3.12). Para ello se tomaron 20
pl de la suspension del Eppendorf y se introdujeron en 180 pl de solucion

salina. De esa mezcla se volvieron a tomar 20 ul y se volvieron a introducir
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en 180 pl de solucién salina, asi hasta 5 veces. Posteriormente se tomaron
10 ul de cada dilucién para sembrarlos en placas con agar BHI (Figura 3.13).
Se incubaron a 37°C durante 24 horas y se procedio al recuento de las UFCs

(Figura 3.14).

Figura 3.13. Siembra en placas de Petri con agar BHI.
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Figura 3.14. UFCs en placa de Petri con agar BHI.

3. 5. Aplicacion de la medicacién intraconducto en los

diferentes grupos de estudio

Los distintos tratamientos intraconducto evaluados en el presente
trabajo de investigacién quedan detallados en la Tabla 3.1. Del total de 128
especimenes, 64 se asignaron aleatoriamente a cada uno de los dos
periodos de seguimiento, 2 o 7 dias, y éstos a su vez se subdividieron en 8

grupos (n=8/grupo).
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Tabla 3.1. Grupos de estudio

MATERIALES Y METODO

GRUPOS Contenido Composicion

Grupo 1 Triple pasta antibidtica (TPA) Metronidazol + Ciprofloxacino + Minociclina (0,5 mg/ml)

Grupo 2 Doble pasta antibiética (DPA) Metronidazol + Ciprofloxacino (0,5 mg/ml)

Grupo 3 Pasta Base Hidroxido de calcio (20%) + Propilenglicol (50%) + Carbonato célcico (30%)
Grupo 4 Pasta Base + Clorhexidina (CLX) Pasta Base + CLX al 0,2%

Grupo 5 Pasta Base + Cetrimida (CTR) Pasta Base + CTR al 0,2%

Grupo 6 Pasta Base + CLX + CTR Pasta Base + CLX al 0,2% + CTR al 0,2%

Grupo 7 Hipoclorito de sodio (NaClO) Irrigacion con 20 ml de NaClO al 2,5%

Grupo 8 Agua destilada Irrigacion con 20 ml de agua destilada
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La presentacion de los tratamientos descritos fue en modo pasta,
excepto NaClO al 2,5% y agua destilada. La TPA, DPAy las pastas de Pasta
Base sola o combinada con CLX al 0,2%, CTR al 0,2% o CLX + CTR al 0,2%
se prepararon en una farmacia como férmulas magistrales. Todos los
conductos se irrigaron con 20 ml de agua destilada estéril y se secaron con
puntas de papel absorbente estériles antes de aplicar los medicamentos, que
se introdujeron dentro del conducto con una jeringuilla dispensadora y agujas
estériles en retroceso a 1 mm del extremo apical (Figura 3.15). La entrada
del conducto se tap6 con una bolita de algoddn estéril y los especimenes se

almacenaron en estufa a 37°C y humedad relativa.

Figura 3.15: Insercién de medicamento en el interior del conducto

3.6. Segunda toma de muestra

Transcurridos 2 o 7 dias, las diferentes medicaciones intraconducto se
retiraron irrigando con 80 ml de agua destilada estéril y se tomo la segunda

muestra (muestra post-tratamiento), siguiendo los mismos pasos que en la
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toma de muestra basal, con la salvedad de que en esta segunda toma se

raspo la dentina durante 60 segundos.

3.7. Seguimiento del recrecimiento de E. faecalis en el

conducto radicular

El seguimiento del recrecimiento se realiz6 solo para el periodo de
evaluacion de 7 dias. Con este fin el conducto se rellenaba diariamente,
hasta 60 dias, con BHI y se tomaban muestras introduciendo una punta de
papel en el conducto radicular, que se impregnaba con BHI y se incubaba
durante 24 horas a 37°C. Se consideré cultivo positivo si aparecia turbidez
en el medio BHI. Una vez que se comprobaba la presencia de turbidez, se
tomaba una muestra de dicho caldo y se sembraba en una placa de BHI para
identificar las colonias y confirmar que eran de E. faecalis. Se estableci6é que
habia recrecimiento bacteriano cuando el cultivo positivo se confirmé en una
segunda muestra, registrandose el primer dia en que aparecio la turbidez

como aquel en que se habia producido recrecimiento en ese espécimen.

Si pasados 60 dias no se producia cultivo positivo, se suspendia la

operacion.

3.8. Andlisis estadistico

El crecimiento bacteriano se determind mediante recuentos de
colonias para determinar el nivel de contaminacién antes y después de la

aplicacion de cada medicamento.
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El porcentaje de reduccion de colonias se calculé utilizando la

siguiente formula:

Colonias iniciales — Colonias finales

Porcentaje de reduccion de colonias = ——
Colonias iniciales

100

Se utilizé el término "erradicacion” para indicar la reduccién del 100%
de la poblaciéon bacteriana. La variable que representa el recuento se
distribuye siguiendo una ley de Poisson y para normalizarlo se ha aplicado
la transformacion /x +3/8. Cuando el porcentaje de reduccién no era del
100%, se sometieron los datos, en tanto por 1, a una transformacion de
Anscombe para normalizarlos. Posteriormente se aplicaron tests
paramétricos para las comparaciones. El test de ANOVA se utilizé para
realizar comparaciones multiples y una vez que habia rechazado la hipétesis
de igualdad entre grupos, se aplico el test de Tukey. Con el fin de comparar
la eficacia de los dos periodos de tiempo (2 y 7 dias) se realiz6 el test de la

t de Student.

En los grupos seguidos durante 7 dias, se evalu6 el recrecimiento que
tuvo lugar en los especimenes durante 60 dias y se realizé un analisis de
supervivencia de Kaplan-Meier. Las comparaciones se llevaron a cabo

mediante el test del rango de los logaritmos.

El nivel de significacion fue establecido en un valor de p igual 0 menor
a 0,05. Todo el andlisis estadistico se llevd a cabo mediante el programa

SPSS 18.0 para Windows (IBM Corporation, Armonk, NY, USA).
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RESULTADOS

Los recuentos basales de E. faecalis (UFCs) obtenidos para los
diferentes grupos de estudio y para ambos periodos de seguimiento se
muestran en la tabla 4.1. No hubo diferencias estadisticamente significativas
entre los 8 grupos ni para el periodo de 2 dias ni para el de 7 dias. Tampoco
se obtuvieron diferencias significativas en los valores basales entre ambos
periodos de seguimiento para cada uno de los grupos de estudio evaluados.

Tabla 4.1. Comparacion entre los grupos de estudio de los recuentos basales de UFCs

de E. faecalis (media (desviacion estandar)) en los dos tiempos de seguimiento
analizados, 2 y 7 dias.

Grupos de estudio 2 dias 7 dias p**
TPA 6150 (3962,32) 5112,5 (1893,17) 0,604
DPA 5375 (1543,42) 4875 (1687,55) 0,517
Pasta Base + CLX 0,2% 3650 (1629,19) 44125 (2180,06) 0,494
Pasta Base + CTR 0,2% 3237,5 (1995,66) 4175 (1373,99) 0,206
Pasta Base + CLX 0,2% + CTR 0,2% 4012,5 (4562,1) 2787,5 (1250,64) 0,599
Pasta Base 3362,5(1720,41)  4237,5(1807,07) 0,337
Irrigacién con NaClO al 2,5% 3912,5 (3337) 3375 (1942,56) 0,843
Irrigacién con agua destilada 2637,5 (1007,02) 2737,5 (742,46) 0,706
p* p =0,159 p =0,116

TPA: triple pasta antibidtica, DPA: doble pasta antibiética, CLX: clorhexidina, CTR:

cetrimida, NaClO: hipoclorito de sodio.

Los datos basales se normalizaron mediante la transformacion /x + 3/8

* Comparacion mediante ANOVA.

** Comparacion mediante el test de la t de Student.
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Los resultados de los grupos que se evaluaron transcurridos 2 dias
tras la aplicacién del tratamiento quedan reflejados en la tabla 4.2.,
obteniéndose erradicacion en todos los especimenes en los grupos: TPA,
DPA, Pasta Base + CLX 0,2%, Pasta Base + CTR 0,2% y Pasta Base + CLX
0,2% + CTR 0,2%. En el grupo Pasta Base se obtuvo una reduccion del
99,59%, con erradicacién en 5 de los 8 especimenes. En el grupo NaClO al
2,5% hubo una reduccion del 89,95%, con erradicacion en 3 de los 8
especimenes. En el grupo irrigacidon con agua destilada la reduccién fue del
41,89% y en ningun espécimen hubo erradicacion, mientras que en 2 de los
8 especimenes el recuento bacteriano fue mayor a los 2 dias que en la toma

basal.

Los resultados a los 7 dias tras el tratamiento estan detallados en la
tabla 4.3. En todos los grupos se produjo erradicacion de E. faecalis en todos
los especimenes excepto en los grupos irrigados con NaClO al 2,5% y agua
destilada. En el grupo de NaCIO al 2,5%, se obtuvo una reduccion de E.
faecalis del 48,41%, con erradicacion en 1 de los 8 especimenes e
incremento del recuento en 2. En el grupo agua destilada el porcentaje de
reduccion fue 25,68. Ninguno de los especimenes mostré erradicaciéon y en

3 de ellos el recuento bacteriano fue mayor a los 7 dias que en la toma basal.
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Tabla 4.2. Especimenes con erradicacion, sin erradicacion, con incremento y porcentaje de reduccion de E.
faecalis 2 dias tras la aplicacion de los distintos medicamentos. n=8/grupo.

Especimenes Especimenes ; L

) con 100% con reduccién Especimenes % de reduccion

Grupos de estudio L . . L con incremento Media (de)
reduccion sin erradicacion

TPA 8/8 0 0 100
DPA 8/8 0 0 100
Pasta Base + CLX 0,2% 8/8 0 0 100
Pasta Base + CTR 0,2% 8/8 0 0 100
Pasta Base + CLX 0,2% + CTR 0,2% 8/8 0 0 100
Pasta Base 5/8 3/8 0 99,59 (0,84)
Irrigaciéon con NaClO al 2,5% 3/8 5/8 0 89,95 (16,94)
Irrigacion con agua destilada 0 6/8 2/8 41,89 (75,13)

TPA: triple pasta antibiotica, DPA: doble pasta antibi6tica, CLX: clorhexidina, CTR: cetrimida, NaClO: Hipoclorito
de sodio.
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Tabla 4.3. Especimenes con erradicacion, sin erradicacion, con incremento y porcentaje de reduccion de E.
faecalis 7 dias tras la aplicacion de los distintos medicamentos. n=8/grupo.

Especimenes Especimenes ; L
. L, Especimenes % de reduccion
Grupos de estudio con 100% con reduccién . .
- . L con incremento Media (de)
reduccion sin erradicacion

TPA 8/8 0 0 100
DPA 8/8 0 0 100
Pasta Base + CLX 0,2% 8/8 0 0 100
Pasta Base + CTR 0,2% 8/8 0 0 100
Pasta Base + CLX 0,2% + CTR 0,2% 8/8 0 0 100
Pasta Base 8/8 0 0 100
Irrigacién con NaClO al 2,5% 1/8 5/8 2/8 48,41 (44,97)
Irrigacién con agua destilada 0 5/8 3/8 25,68 (83,90)

TPA: triple pasta antibiética, DPA: doble pasta antibiotica, CLX: clorhexidina, CTR: cetrimida, NaClO: Hipoclorito de
sodio
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La comparacion en el porcentaje de reduccion entre grupos para cada
periodo de seguimiento y entre ambos periodos de seguimiento para cada
grupo, se detalla en la tabla 4.4. En ella se puede observar que globalmente
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio,

tanto a los 2 como a los 7 dias (p < 0,001).

A los 2 dias de seguimiento, los especimenes irrigados con agua
destilada mostraron el menor porcentaje de reduccién, con diferencias
estadisticamente significativas con los tratados con la Pasta Base (p = 0,004)
y NaClO al 25% (0o = 0,040), que no presentaron diferencias

estadisticamente significativas entre ellos (o = 0,134).

A los 7 dias de seguimiento, los grupos NaClO al 2,5% y agua
destilada obtuvieron porcentajes de reduccién estadisticamente similares (o

=0,609).

Al comparar los resultados en los grupos sin erradicacion entre ambos
periodos no hubo diferencias significativas para los grupos tratados con la
Pasta Base, los irrigados con agua destilada, ni los irrigados con NaClO al
2,5% (o = 0,099), aunque en los dos Ultimos grupos el porcentaje de

reduccion fue menor a los 7 dias que a los 2 dias de seguimiento.
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Tabla 4.4. Porcentaje de reduccion de E. faecalis en los dos tiempos de seguimiento: 2 y 7 dias. Comparacién entre grupos y
entre ambos tiempos de seguimiento. Media (ds).

Porcentaje de Porcentaje de

CIMIEES 612 CHE reduccion alos 2 dias reduccion alos 7 dias P

TPA 100 100

DPA 100 100

Pasta Base + CLX 0,2% 100 100

Pasta Base + CTR 0,2% 100 100

Pasta Base + CLX 0,2% + CTR 0,2% 100 100

Pasta Base 99,59 (0,84)1 100t 0,139
Irrigacién con NaClO al 2,5% 89,95 (16,94)1 48,41 (44,97)21 0,099
Irrigacién con agua destilada 41,89 (75,13)»1 25,68 (83,90)2 % 0,293
p* <0,001 <0,001

TPA: triple pasta antibi6tica, DPA: doble pasta antibidtica, CLX: clorhexidina, CTR: cetrimida, NaClO: Hipoclorito de sodio.

Los porcentajes de reduccion se sometieron a la transformacion de Anscombe para su normalizacion.

* Comparacion mediante ANOVA.

** Comparacion mediante test de la t Student (o <0.05).

La misma letra en superindice leida en vertical muestra que no hay diferencias significativas entre grupos (determinado mediante el test de Tukey).
El mismo nimero en superindice leido en horizontal muestra que no hay diferencias significativas entre grupos.
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Seguimiento del recrecimiento de E. faecalis en el conducto radicular

El seguimiento del recrecimiento se realiz6 para los grupos evaluados
7 dias tras la aplicacion de los distintos tratamientos. En la tabla 4.5. se
recogen los resultados del analisis de supervivencia, incluyendo el nUmero
de muestras crecidas, el primer y Ultimo dia en que se produjo recrecimiento
y la mediana. En los grupos en los que se aplicaron TPA y DPA no se produjo
recrecimiento en ningun espécimen durante los 60 dias de evaluacion. Los
grupos tratados con Pasta Base + CLX 0,2%, Pasta Base + CTR 0,2% y
Pasta Base + CLX 0,2% + CTR 0,2% si mostraron recrecimientoen 2,2y 1
especimenes, respectivamente. Sin embargo, las diferencias entre ellos y
con TPA y DPA, no fueron estadisticamente significativas. En cuanto a los
grupos Pasta Base, NaClO al 2,5% y agua destilada, se produjo
recrecimiento en todas las muestras, sin diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo NaClO y agua destilada, pero si con la Pasta

Base (0<0.05).
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Tabla 4.5. Andlisis de supervivencia de los grupos evaluados 7 dias tras la aplicacion del tratamiento. NUumero de
especimenes con crecimiento de E. faecalis. n=8/grupo.

Namero de
Grupos de estudio especimenes con Valor mas bajo Valor més alto Mediana
crecimiento
TPA 2 0 >60 >60 >60
DPA 2 0 >60 >60 >60
Pasta Base + CLX 0,2% 2 2 22 >60 >60
Pasta Base + CTR 0,2% 2 2 27 >60 16,5
Pasta Base + CLX 0,2% + CTR 0,2% 2 1 60 >60 >60
Pasta Base P 8 5 41 22,5
Irrigacion con 2,5% NaClO ¢ 8 1 4 1
Irrigacién con agua destilada © 8 1 1 1

TPA: triple pasta antibidtica, DPA: doble pasta antibidtica, CLX: clorhexidina, CTR: cetrimida, NaCIlO: Hipoclorito de sodio.
La misma letra en superindice muestra que no hay diferencias significativas determinadas por el test del rango de los
logaritmos (p <0.05).
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En la figura 4.1 se representan los resultados del andlisis de

supervivencia de Kaplan Meyer.

Funciones de supervivencia

0,89

0,64

0,4+

Supervivencia acumulada

0,2

[

T T T T
i 10,00 20,00 30,00

T
40,00
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Figura 4.1. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier a
60 dias de los especimenes seguidos durante 7 dias.

T
50,00

T
60,00

Tratamiento

=l FPasta triantibiotica
p=TPasta biantibictica

Pasta CHX 0.2%

¥Pasta CTR 0.2%

Pasta CHX 0.2% + CTR
0.2%

t=l TBaze odontologica

MaOCl 5.25%
Agua destilada
Pasta triantibiotica-
censurado

\_ Pasta hiantibiotica-

censurado

Pasta CHX 0.2%-
censurado

Pasta CTR 0.2%-
censurado

Pasta CHX 0.2% + CTR
0.2%-censuracdo

Base odortologica-
censurado

— MalCl 5.25%-censurado

Agua destilada-censuradeo

En latabla 4.6 se recoge la comparacion de los grupos 2 a 2 en cuanto

a la supervivencia de los especimenes seguidos durante 7 dias, determinada

por el test del logaritmo de los rangos.
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Tabla 4.6. Comparacion dos a dos de la supervivencia de los especimenes entre
los grupos seguidos 7 dias.

Comparaciones p*

TPA versus DPA 1

TPA versus Pasta base + CLX 0.2% 0,143
TPA versus Pasta base + CTR 0.2% 0,143
TPA versus Pasta base CLX 0.2% + CTR 0.2% 0,317
TPA versus Pasta base <0,001
TPA versus irrigacion con NaClO al 2.5% <0,001
TPA versus irrigacion con agua destilada <0,001
DPA versus Pasta base + CLX 0.2% 0,143
DPA versus Pasta base + CTR 0.2% 0,143
DPA versus Pasta base + CLX 0.2% + CTR 0.2% 0,317
DPA versus Pasta base <0,001
DPA versus irrigacién con NaClO al 2.5% <0,001
DPA versus irrigacién con agua destilada <0,001
Pasta base + CLX 0.2% versus Pasta base + CTR 0.2% 0,996
Pasta base + CLX 0.2% versus Pasta base + CLX 0.2% + CTR 0.2% 0,483
Pasta base + CLX 0.2% versus Pasta base <0,001
Pasta base + CLX 0.2% versus irrigacién con NaClO al 2.5% <0,001
Pasta base + CLX 0.2% versus irrigacion con agua destilada <0,001
Pasta base + CTR 0.2% versus Pasta base + CLX 0.2% + CTR 0.2% 0,483
Pasta base + CTR 0.2% versus Pasta base 0,001
Pasta base + CTR 0.2% versus irrigacién con NaClO al 2.5% <0,001
Pasta base + CTR 0.2% versus irrigacion con agua destilada <0,001
Pasta base + CLX 0.2% + CTR 0.2% versus Pasta base <0,001
Pasta base + CLX 0.2% + CTR 0.2% versus irrigacién con NaClO al 2.5% <0,001
Pasta base + CLX 0.2% + CTR 0.2% versus irrigacién con agua destilada <0,001
Pasta base versus irrigacién con NaClO al 2.5% <0,001
Pasta base versus irrigacion con agua destilada <0,001
Irrigacion con NaClO al 2.5% versus irrigacion con agua destilada 0,317

*Comparacion de supervivencia mediante el test del logaritmo de los rangos.
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DISCUSION

En Endodoncia regenerativa la desinfeccion adecuada del conducto
representa alin un importante reto por superar. Un protocolo de desinfeccién
eficaz, y al mismo tiempo biocompatible con las células del huésped es un
requisito previo para la regeneracién y, sin él, cualquier esfuerzo
regenerativo, sera inutil (Diogenes y Hargreaves 2017). De hecho, un estudio
reciente concluyé que los protocolos actuales de desinfeccion son
inefectivos, ya que tras irrigar abundantemente con NaClO al 1,5% y EDTA
al 17% e incubar con TPA a una concentracién de 0,1 mg/ml segmentos de
raices infectados con E. faecalis, continu6 habiendo bacterias viables.
Ademas, se demostro que la persistencia de biofilms bacterianos residuales
promueve la diferenciacion de las SCAP hacia un fenotipo osteoblastico en
vez de dentinogénico y que los antigenos bacterianos pueden perjudicar la

mineralizacion de los tejidos (Vishwanat et al. 2017).

Por tanto la Endodoncia regenerativa debe sustentarse en cuatro
pilares: células madre, matrices, factores de crecimiento y método de
desinfeccién compatible con las células del huésped (Diogenes y Hargreaves
2017). El presente trabajo se centra en uno de esos cuatro pilares,
concretamente en la medicacién intraconducto, que, junto con la irrigacién,

tiene como obijetivo la desinfeccién del conducto radicular.

El método experimental utilizado en este estudio fue una modificacion
del descrito por Haapasalo y @rstavik (1987). El uso de dientes humanos
extraidos es una practica muy extendida y aceptada en estudios
microbiolégicos para evaluar la eficacia de determinadas sustancias frente a
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ciertos microorganismos (Madhubala et al. 2011; Shokraneh et al. 2014), ya
que, aunque con limitaciones, permite recrear el escenario clinico de forma
estandarizada. En concreto se utilizaron dientes unirradiculares y se empled
un modelo simulado de dientes inmaduros. La ventaja es la homogeneidad
en la longitud y el diametro del conducto radicular para minimizar la influencia
de estas variables en los resultados del trabajo. Ademas, permite introducir
una cantidad similar de medicacién en cada conducto. El inconveniente es
qgue el tamafio del conducto estandarizado podria no reflejar de manera
precisa la compleja anatomia, surcos, istmos e irregularidades del conducto

(Ok et al. 2015).

Una vez estandarizados la longitud y diametro del conducto radicular
se procedi6 a eliminar el barrillo dentinario con una soluciéon de EDTA al 17%.
Actualmente, existe un amplio consenso sobre los beneficios de la
eliminacién de la capa de barrillo dentinario, formada por la accién mecanica
de los instrumentos, mediante soluciones quelantes como el EDTA. Esta
capa de desecho puede actuar como una barrera para la difusion de las
soluciones irrigadoras, impidiendo su entrada en los tubulos dentinarios
(Baumgartner y Cuenin 1992; Torabinejad et al. 2002; Violich y Chandler
2010). En este caso, el EDTA se utiliz6 con el objetivo de facilitar la

penetracién de las bacterias en los tubulos dentinarios.

La ausencia de barrillo dentinario manteniendo los tubulos dentinarios

abiertos e infectados por un biofilm de E. faecalis, cubriendo la superficie
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dentinaria, se confirmé mediante microscopia electronica de barrido (Figura

3.9).

Los dientes fueron infectados con E. faecalis porque es la bacteria de
eleccion en estudios similares (Du et al. 2014; Latham et al. 2016; Madhubala
et al. 2011; Shokraneh et al. 2014). Aunque la infeccion endodontica es
mixta, de etiologia polimicrobiana (Lysakowska et al. 2016; Sassone et al.
2007; Siqueira et al. 2000b), E. faecalis ha sido utilizado como bacteria tipo
en numerosos estudios para evaluar la eficacia antibacteriana de sustancias
irrigadoras (Arias-Moliz et al. 2010; Baca et al. 2011a) y medicamentos
intraconducto (Latham et al. 2016; Madhubala et al. 2011; Sabrah et al.
2015b; Shokraneh et al. 2014), debido a que es una bacteria muy resistente
frente a diferentes agentes antibacterianos (Lins et al. 2013; Lysakowska et

al. 2016).

Se asocia tanto a infecciones primarias, como
secundarias/persistentes (Gomes et al. 2006; Lysakowska et al. 2016; Ré¢as
et al. 2004; Sedgley et al. 2006). En un estudio en el que se examiné la
composicién de la microbiota en infecciones endodénticas primarias y
secundarias, E. faecalis fue la especie cultivable mas prevalente
(Lysakowska et al. 2016). Dado que con frecuencia se aisla en lesiones
periapicales persistentes, seria un logro erradicar dicha bacteria durante el

tratamiento de conductos (Ferreira et al. 2015).

En el presente estudio se selecciond la cepa 795 (ATCC 29212) por

ser de referencia y utilizada en la mayoria de los trabajos publicados (Latham
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et al. 2016; Madhubala et al. 2011; Sabrah et al. 2015b; Shokraneh et al.
2014), lo cual permite comparar los resultados obtenidos en este trabajo con
los de otros autores. Sin embargo, el hecho de haber utilizado biofilms de
una Unica bacteria constituye una limitacion de este estudio, debido a que la
infeccion en el interior del sistema de conductos radiculares es
polimicrobiana. Ademas, este tipo de estudios, presenta el inconveniente de
gue al no haber consenso en cuanto a un modelo de biofilm estandarizado
(Stojicic et al. 2013), resulta complicado comparar los resultados con otros

estudios y extrapolarlos a situaciones clinicas reales.

Una vez infectados, los especimenes fueron incubados en
condiciones aerObicas a 37°C durante 3 semanas. Estudios como el de
Stojicic et al. (2013) demuestran que un mayor tiempo de incubacién (2-3
semanas) haria mas dificil la eliminacion de las bacterias del conducto
radicular infectado, acercandose mas a la realidad clinica, mientras que, si
se utilizan biofilms jovenes y no maduros para evaluar la eficacia
antibacteriana de agentes desinfectantes, los resultados podrian ser
demasiado optimistas. De hecho, en un estudio in situ se comprob6 que los
biofiims de E. faecalis de 3 semanas de edad son mas resistentes a los
irrigantes endodoénticos de uso comudn, que los biofilms jévenes (Du et al.

2014).

Mientras que en otros estudios, como el de Pereira et al. (2017) no se
hicieron recuentos bacterianos antes de introducir la medicaciéon en los

conductos, en el presente trabajo, al igual que en otros (Latham et al. 2016;
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Madhubala et al. 2011), se realizé el recuento de bacterias antes y después
de introducir la medicacion, lo que permite obtener el porcentaje de reduccién
bacteriana después de aplicar la medicacion. La toma de muestra fue doble,
mediante raspado circunferencial con una lima Hedstrém e introduciendo 2
puntas de papel absorbente en el conducto, que se agitaron junto con la lima
en un vortex. La toma de muestra Gnicamente con puntas de papel, podria
presentar algunas limitaciones ya que soélo detecta bacterias presentes en el
conducto principal y no en areas inaccesibles como conductos accesorios o

tdbulos dentinarios (Sathorn et al. 2007).

La lima se introdujo a 1 mm del extremo apical del espécimen para
evitar que se contaminara con el cianoacrilato que sellaba la parte apical de

la raiz.

En este estudio, no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas en los recuentos bacterianos (UFCs) basales entre los
diferentes grupos de estudio, lo cual sugiere una adecuada estandarizacion
del proceso. Las muestras eran similares y se inocularon y colonizaron por
igual. Estos recuentos fueron, en general para todos los grupos
experimentales, mas bajos (entre 103 y 104) que los descritos anteriormente
por otros autores. Esto podria deberse a diferencias metodolédgicas, como la
concentraciéon del indculo y/o el tamafio del conducto (Gomes et al. 2003,
Shokraneh et al. 2014). Estos valores basales deben tenerse en cuenta, ya
que una baja carga microbiana podria explicar que en algunos grupos

experimentales en los que se aplicaron antibiéticos o antisépticos en pasta,
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no se produjera crecimiento de E. faecalis a los 2 o 7 dias post-tratamiento.
Sin embargo, aunque el muestreo basal puede tener cierta repercusién en la
reduccidn bacteriana, ya que recupera una pequefia parte de la carga total,
este procedimiento fue similar para todos los grupos experimentales y, por

tanto, el efecto producido.

Otro aspecto que se considerd en la metodologia fue que los
medicamentos no continuaran ejerciendo su accion antimicrobiana después
de la remocion. Para ello, todos los especimenes fueron irrigados con 80 ml
de agua destilada estéril antes de tomar la segunda muestra microbioldgica.
Sin embargo, es un hecho constatado la dificultad para eliminar las pastas
del interior de los conductos radiculares, que puede suponer una limitacién
en este tipo de estudios, debido a que éstas pueden interferir con los
recuentos bacterianos (Arslan et al. 2014a; Arslan et al. 2014b; Ok et al.
2015). En la literatura se han descrito diferentes técnicas y soluciones (Aksel
etal. 2017; Arslan et al. 2014a; Arslan et al. 2014b; Eymirli et al. 2017; Ok et
al. 2015) y parece ser que las técnicas actuales de irrigacidon no son capaces
de eliminar la TPA eficazmente del sistema de conductos radiculares,
posiblemente debido a su capacidad de penetracion y de unién a la dentina
(Berkhoff et al. 2014). De acuerdo con Berkhoff et al. (2014), el Ca(OH)z se
elimina mas facilmente dejando una cantidad de residuos significativamente
menor, lo que se contradice con lo reportado por Eymirli et al. (2017), donde
el Ca(OH). se asoci6 con una mayor cantidad de residuos. Por lo

anteriormente descrito, en el presente estudio se utilizé agua destilada estéril
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para no interferir con los resultados y se irrigé de forma profusa y utilizando

un volumen superior al descrito por otros autores (Tagelsir et al. 2016).

En este trabajo, en los grupos de la TPA, la DPA, la Pasta Base + CLX
al 0,2% y/o CTR al 0,2% se produjo erradicacion de E. faecalis, tanto a los 2
como a los 7 dias de tratamiento. El grupo Pasta Base, también logré
erradicacion a los 7 dias, pero no a los 2 dias (reduccion del 99,59%). El
grupo NaClO no mostrd diferencias estadisticamente significativas con el
grupo Pasta Base a los 2 dias de seguimiento. Sin embargo, a los 7 dias el
porcentaje de reduccion fue similar al del agua destilada, que fue el grupo
que mostré la menor eficacia antibacteriana, tanto a los 2 como a los 7 dias
(reduccion del 41,89% y del 25,68%, respectivamente). Ademas, en
conjunto, no hubo diferencias significativas entre ambos periodos de

seguimiento (2 y 7 dias), para cada grupo de estudio.

La TPA, a una concentracion de 0,5 mg/ml (de cada antibiotico),
produjo erradicacion de E. faecalis tanto a los 2 como a los 7 dias de
aplicacion, lo que concuerda con los resultados obtenidos en estudios
previos en los que ha demostrado ser muy eficaz frente a los
microorganismos endodonticos (Diogenes et al. 2014). Ya en 1992 Sato et
al. comprobaron in vitro la eficacia de TPA a una concentracion de 100 pg/ml
(de cada antibittico), frente a bacterias de dentina cariada, pulpa infectada y
dentina infectada de paredes radiculares de dientes temporales, dentina
cariada de dientes permanentes y placa dental y fluido crevicular de nifios.

También Hoshino et al. (1996) comprobaron in vitro que la TPA a una
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concentracién de 25 ug/ml (de cada medicamento) producia la erradicacion
de las bacterias de la dentina de conductos radiculares infectados, mientras
gue individualmente ninguno de los medicamentos eliminaba por completo

todas las bacterias.

Unos afios mas tarde, Windley et al. (2005) realizaron un estudio con
el objetivo de determinar la eficacia bactericida de la TPA en la desinfeccion
de dientes inmaduros de perros con periodontitis apical y concluyeron que
se producia una reduccion de bacterias estadisticamente significativa tras la
irrigacion con NaClO al 1,25% y colocacién de TPA (a una concentracion de
20 mg/ml de cada antibiético) durante 2 semanas, en comparacion con la

utilizacion de irrigacién Gnicamente.

La capacidad de esta mezcla (0'5 mg de metronidazol, 05 mg de
minociclina y 0’5 mg de ciprofloxacino) para penetrar en la dentina y eliminar
las bacterias del conducto radicular también ha sido confirmada in situ (Sato
et al. 1996). Asimismo, Madhubala et al. (2011) demostraron su eficacia
antibacteriana de forma especifica frente a E. faecalis (de 3 semanas de
incubacion), aunque en ese caso se utilizé a una concentracion de 20 pug/ml
(= 0,02 mg/ml) y necesit6 7 dias para ejercer su maximo efecto
antibacteriano (98.46%). Sin embargo, en dos estudios recientes, la TPA no
fue capaz de erradicar biofilms de E. faecalis a una concentracion de 0,1

mg/ml (Latham et al. 2016; Vishwanat et al. 2017).

La TPA, aplicada a diferentes concentraciones y durante diferentes

periodos de tiempo (entre 1 o varias semanas), también ha demostrado
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efectividad a nivel clinico, por lo que durante afios ha sido la medicacion
intraconducto mas empleada en TER (Banchs y Trope 2004; Ding et al. 2009;
Jeeruphan et al. 2012; Jung et al. 2008; Nosrat et al. 2011; Saoud et al. 2014)
y, de hecho, su aplicacién sigue vigente como parte del protocolo
recomendado por la AAE (AAE Clinical considerations for a regenerative

procedure 2016).

Sin embargo, uno de los problemas clinicos que se ha atribuido a la
TPA es la posibilidad de que aparezcan tinciones dentales (Kim et al. 2010;
Petrino et al. 2010), por lo que se propuso eliminar la minociclina y utilizar
Unicamente la combinacién de los dos antibidticos restantes, la DPA, que
también ha obtenido resultados satisfactorios en TER desde el punto de vista
clinico (Hargreaves et al. 2013) . De acuerdo con nuestros resultados, la DPA
fue tan efectiva como la TPA en el interior del conducto radicular, sin
diferencias estadisticamente significativas entre ambas, ni a los 2 ni a los 7
dias de tratamiento. Sabrah et al. (2013) tampoco obtuvieron in vitro
diferencias estadisticamente significativas en la actividad antimicrobiana de
ambas combinaciones frente a E. faecalis o P. gingivalis. La TPA fue
eficazmente bactericida frente a ambas bacterias a una concentracion de 0,3
mg/ml, mientras que la DPA lo fue a una concentracion de 0,14 mg/ml.
Asimismo, la DPA a una concentracion de 1 mg/ml ha mostrado tener un
efecto antibiofilm significativo frente a E. faecalis, aunque no produjo su
erradicacion (A Algarni et al. 2015; Tagelsir et al. 2016). Varios estudios han
descrito la resistencia de E. faecalis a la tetraciclina (Lins et al. 2013;

tysakowska et al. 2016; Sun et al. 2009). Este hecho podria justificar, al
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menos en parte, que al ser la minociclina un derivado de ésta, en el presente
trabajo se obtengan resultados similares frente a dicha bacteria al eliminarla
de la combinacion antibiotica (DPA). Estos hallazgos refrendan los buenos
resultados obtenidos con la DPA en los casos clinicos publicados por Iwaya
et al. (2001) y por Hargreaves et al. (2013). Por tanto, al eliminar la
minociclina se podria obtener la misma eficacia clinica, evitando el riesgo de
tincion dental. Sin embargo, segun Latham et al. (2016), ni el Ca(OH)z ni la
TPA ni la DPA a concentraciones de 0,1 y 1 mg/ml fueron eficaces frente a
E. faecalis en dientes inmaduros necréticos simulados. La TPA y la DPA a
una concentraciéon de 10 mg/ml mostraron una reduccion bacteriana
significativa, aunque en el caso de la DPA algunas muestras presentaron

cultivos positivos.

A pesar de los resultados satisfactorios de la TPA y la DPA en TER,
se debe tener en cuenta que dichas medicaciones, a las concentraciones
gue se utilizan habitualmente, podrian afectar de forma negativa a la
supervivencia de las células madre (Althumairy et al. 2014; Ruparel et al.
2012). Chuensombat et al. (2013) determinaron que la TPA no era citotoxica
a una concentracién de 0,39 pg/ml (0,00039 mg/ml), aunque no era capaz
de erradicar todas las bacterias. Ruparel et al. (2012) establecieron que la
TPA yla DPA podian reducir significativamente la supervivencia de las SCAP
en funcion de la concentracion (1, 10, 100 mg/ml), mientras que
concentraciones de 0,01-0,10 mg/ml no tenian efecto sobre dichas células.
Otro estudio publicado posteriormente mostré que una concentracion de

0,125 mg/ml de TPA o de DPA no tenia un efecto citotdxico sobre las DPSCs,
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sin embargo no era suficiente para erradicar completamente biofilms
establecidos de E. faecalis (aunque si que mostré un efecto antibacteriano
significativo), siendo necesaria una concentracion de 10 mg/ml de ambas
combinaciones, para erradicar la bacteria a los 3 dias de aplicarlas (Sabrah
et al. 2015a). Althumairy et al. (2014) observaron que tanto TPA como DPA
a una concentracion de 1 mg/ml no afectaban a la supervivencia de las
SCAP. Por ello, se ha recomendado no utilizar dosis mayores de 1 mg/ml
(AAE Clinical considerations for a regenerative procedure 2016; Diogenes

et al. 2014).

Sin embargo, segun Latham et al (2016), se deberia reevaluar el
equilibrio entre la toxicidad contra las células madre y la correcta
desinfecciébn del conducto para determinar los medicamentos vy
concentraciones adecuadas en TER, ya que es importante considerar la
toxicidad indirecta debida a una inadecuada desinfeccion del conducto. En
su trabajo, establecieron que la TPA a una concentracion de 10 mg/ml
constituye la concentracion minima eficaz para una eliminaciéon adecuada de
las bacterias, al mismo tiempo que permite la supervivencia de un pequefio
porcentaje de células madre, produciendo una minima tincion dental. La DPA
a una concentracion de 10 mg/ml, aunque produjo una reduccién significativa
de bacterias, no las elimin6 por completo. No obstante, en los casos clinicos
publicados, con frecuencia no se detalla de forma precisa la concentracion

exacta utilizada (Chuensombat et al. 2013; Diogenes et al. 2014).

131



DISCUSION

En nuestro estudio, la Pasta Base, que contenia Ca(OH)z, no produjo
erradicacion de E. faecalis a los 2 dias de tratamiento (reduccién del
99,59%), aunque no mostré diferencias estadisticamente significativas con
el efecto producido a los 7 dias, donde la reduccion fue del 100%. Estos
resultados concuerdan con los del estudio de Madhubala et al. (2011), donde
el Ca(OH)2 también mostr6 un aumento gradual de su actividad
antibacteriana frente a E. faecalis, aunque en su caso la reduccién a los 7
dias fue del 59.42%. Latham et al. (2016) también compararon la eficacia de
Ca(OH)2, TPA y DPA en dientes inmaduros simulados infectados con E.
faecalis y, tras 4 semanas de medicacion, el Ca(OH)2 produjo la menor
reduccion en los recuentos bacterianos, comparable con la del grupo control
positivo (irrigacién). Sin embargo, Pereira et al. (2017) no encontraron
diferencias significativas en la capacidad antibacteriana del Ca(OH)zy la TPA
(100 mg de cada antibiotico) frente a E. faecalis, aunque la TPA tuvo un
efecto antimicrobiano ligeramente mayor. Finalmente, Shokraneh et al.
(2014) no encontraron diferencias significativas en la dentina profunda entre
TPA (a una concentracion de 0,5 g de cada antibiético/ml) y Ca(OH)z, solo o
en combinacién con CLX, aunque TPA mostré una actividad antibacteriana

significativamente mayor en la superficie.

En la actualidad, tanto la AAE como la ESE recomiendan el Ca(OH):
como medicacion intraconducto en TER, lo cual esta en linea con los buenos
resultados obtenidos con el Ca(OH)z en este estudio. Ademas, parece ser
gue el Ca(OH)2 no ejerce un efecto perjudicial sobre las células madre,

independientemente de la concentracion utilizada (Ruparel et al. 2012),
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incluso se ha visto que promueve la diferenciacion y proliferacién de las
SCAP (Althumairy et al. 2014; Ruparel et al. 2012). De hecho, como se ha
mencionado previamente, aunque se habia sugerido que debido a su
elevado pH podia dafiar los tejidos con potencial para diferenciarse en pulpa
nueva (Banchs y Trope 2004), el Ca(OH). también se ha utilizado como
medicacion intraconducto en TER con resultados satisfactorios desde el
punto de vista clinico y radiogréafico (Cehreli et al. 2011; Chueh et al. 2009;
Cotti et al. 2008). También se ha asociado con un mayor riesgo de que se
produzca una calcificacion intraconducto, lo cual comprometeria la
vitalidad/funcién de los tejidos pulpares revascularizados (Chueh y Huang
2006; Song et al. 2017). No obstante, segun Bose et al. (2009), tanto el
Ca(OH)2 como la TPA utilizados como medicacidn intraconducto en dientes
necréticos inmaduros, pueden ayudar a promover el desarrollo del complejo
dentinopulpar. En un estudio retrospectivo, describieron un engrosamiento
de las paredes radiculares significativamente mayor con la TPA que con el
Ca(OH)2. Sin embargo, no encontraron diferencias significativas en cuanto a

los cambios en la longitud radicular entre ambos grupos (Bose et al. 2009).

En este trabajo se investig6 la eficacia de CLX y/o CTR, combinadas
con Ca(OH)2, como posible alternativa a TPA y DPA, debido a los posibles
inconvenientes derivados de la utilizacion de antibidticos (Kim et al. 2010;
Peters 2014, Petrino et al. 2010; Reynolds et al. 2009; Wigler et al. 2013), y
para comparar dichas combinaciones con el Ca(OH)2, y los resultados

obtenidos fueron satisfactorios. La Pasta Base + CLX al 0,2%, la Pasta Base
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+ CTR al 0,2% y la Pasta Base + CLX al 0,2% + CTR al 0,2% lograron la

erradicacion de E. faecalis en ambos periodos de seguimiento (2 y 7 dias).

Tanto CLX como CTR han demostrado previamente su efectividad
frente a E. faecalis solas (Baca et al. 2011a) o en combinacion (Arias-Moliz
et al. 2010) al utilizarse como soluciones irrigadoras, lo cual esta en linea con
los resultados de nuestro estudio. A nivel clinico, Soares et al. (2013)
presentaron una nueva propuesta de TER en la que aplicaron una mezcla de
Ca(OH):2 + gel de CLX al 2%, obteniendo un desarrollo radicular satisfactorio.
Asimismo, Nagata et al. (2014a) compararon dos protocolos de TER sobre
23 dientes: a 12 se les aplicé TPA y a los otros 11 una pasta compuesta por
Ca(OH)2 + gel de CLX al 2%, y obtuvieron resultados similares con ambos
protocolos, tanto a nivel clinico como radiogréfico. Desde el punto de vista
microbiolégico, ambas combinaciones también resultaron ser igual de
eficaces (Nagata et al. 2014b). Sin embargo, Ordinola-Zapata et al. (2013)
compararon la TPA, el gel de CLX al 2% y el Ca(OH): frente a las bacterias
crecidas como biofiilms en secciones de dentina bovina infectadas
intraoralmente, siendo la TPA significativamente més efectiva que el gel de

CLX al 2% y el Ca(OH)2 (Ordinola-Zapata et al. 2013).

El primer estudio en investigar el efecto de la CTR (al 1%) como
medicacion intraconducto fue el de Carbajal Mejia y Aguilar Arrieta (2016),
gue evaluaron la viabilidad de E. faecalis en dentina radicular infectada tras
una exposicion de 14 dias a Ca(OH)2, TPA, gel de CLX al 2% y solucién de

CTR al 1%. Todos ellos redujeron significativamente la viabilidad de E.
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faecalis, sin diferencias significativas entre CTR al 1% y TPA, mientras que
el Ca(OH): fue la medicacion que mostrd la actividad antibacteriana mas
débil, seguida de la CLX. Los resultados menos favorables de la CLX en otros
trabajos, en comparacion con el nuestro, podrian atribuirse a que en la
presente investigacion, se utilizé en combinacién con el Ca(OH)2, y a su
presentacion en forma de gel en vez de pasta. Se realiz6 un estudio piloto
en el que el gel de CLX al 0,2% vy el gel de CTR al 0,2%, solos o en
combinacion, fueron mucho menos eficaces que en forma de pasta (datos
no mostrados). Sin embargo, en un estudio reciente, la CLX en gel al 2%
mostré mayor eficacia antibacteriana que la TPA, el moxifloxacino y el
Ca(OH)2, inhibiendo por completo el crecimiento de E. faecalis al cabo de 1,
7 y 10 dias (Lakhani et al. 2017). Por tanto, seria interesante investigar en
futuros trabajos la influencia del modo de presentacién de los medicamentos

en la eficacia de los mismos.

En relacion al comportamiento de estos antisépticos en el medio
biolégico, la CLX en solucion al 2% ha mostrado una buena biocompatibilidad
al inyectarla subcutdneamente en ratas, mientras que en forma de gel a la
misma concentracién produjo una respuesta inflamatoria moderada a los 14
dias, que disminuyé a los 30 dias (similar al grupo control). En ese estudio,
el NaCIO al 5,25% fue el irrigante mas toxico (Gomes-Filho et al. 2008). Sin
embargo, en otro estudio, la CLX fue citotdxica in vitro frente a osteoblastos,
células endoteliales y fibroblastos, mostrando diferentes grados de toxicidad
en funcion del tipo de célula (Giannelli et al. 2008); también ha mostrado

citotoxicidad sobre SCAP (Trevino et al. 2011) y DPSCs (Ring et al. 2008) a

135



DISCUSION

una concentracién del 2%. En cuanto a la CTR, se ha investigado poco su
biocompatibilidad; Ongag et al. (2003) compararon las propiedades
antibacterianas y toxicidad de varias soluciones irrigadoras: NaClO al 5,25%,
CLX al2% y CLX al 0,2% + CTR al 0,2% (Cetrexidin®). Cetrexidin® y la CLX
al 2% fueron mas efectivas y mostraron mayor efecto residual antibacteriano

y menor citotoxicidad que el NaClO al 5,25% (Oncag et al. 2003).

La eficacia mostrada por el Ca(OH)2, y la CLX y/o la CTR en este
estudio podria deberse a su combinacion con propilenglicol, ya que es un
vehiculo con propiedades antibacterianas significativas que permite una
liberacién sostenida de iones OH- y Ca?* evitando un aumento de pH por
encima del nivel critico 6ptimo para que se produzca la regeneracion y
reparacion tisular (Simon et al. 1995). Un vehiculo eficiente podria facilitar la
penetracién de los medicamentos en &reas que no puedan ser alcanzadas
por las soluciones irrigadoras, para poder eliminar las bacterias remanentes.
De hecho, el propilenglicol, aunque viscoso en comparacién con el agua
destilada, tiene una baja tension superficial, permitiéndole penetrar a lo largo
de los tdbulos dentinarios, lo cual no se ha observado al utilizar como
vehiculo el agua destilada (Cruz et al. 2002). Sabrah et al. (2015), han
propuesto la metil-celulosa o el propilenglicol como vehiculos para la
administraciéon de concentraciones bajas de TPA o DPA. Sin embargo, Deniz
Sungur et al. (2017) no encontraron diferencias significativas en porcentaje
y profundidad de penetracion en el interior de los tlibulos dentinarios de la
TPAYy el Ca(OH):2 al utilizar como vehiculos el agua destilada o propilenglicol,

por lo que ambas sustancias podian utilizarse como vehiculo.
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En este estudio no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en la eficacia antibacteriana entre los grupos experimentales
de NaClO al 2,5% y agua destilada 7 dias después de ser aplicados, lo que
puede ser un resultado sorprendente a priori, que discrepa con otros
trabajos, como el de Tagelsir et al. (2016), donde la exposicion durante 5
min. a NaClO al 1,5% supuso la erradicacion del biofilm de E. faecalis (de 3
semanas de incubacion), al igual que tras la exposicion a DPA (500 mg/ml)
durante 1 semana, mientras que la CLX al 2% durante 5 min, la DPA (a una
concentracién de 1mg/ml) y el Ca(OH): durante 1 semana, aunque
produjeron una reduccioén significativa de E. faecalis, no fueron capaces de
lograr su erradicacion. Sin embargo, en el estudio de Windley et al. (2005),
el 90% de las muestras contenian bacterias tras la irrigacién con NaCIlO al
1,25%. En otros trabajos, se ha observado recrecimiento de E. faecalis tras
irrigar con NaCIlO (Baca et al. 2011b; Menezes et al. 2004). Menezes et al.
(2004) comprobaron que el NaCIO al 2,5% permitié el crecimiento de E.
faecalis y C. albicans tras 7 dias de incubacion, lo cual demostraba que
fueron capaces de recolonizar el conducto tras la instrumentacion e irrigacion

con NaClO al 2,5% (Menezes et al. 2004).

El NaCIlO es un antimicrobiano potente pero carece de actividad
residual (Baca et al. 2011a; Weber et al. 2003), por lo que no se espera
ninguna interferencia con el recrecimiento bacteriano. Este hecho explicaria
gue en este trabajo el porcentaje de reduccion con el NaClO sea menor a los
7 dias (48,41) que alos 2 dias (89.95) de seguimiento, aunque las diferencias

no fueran estadisticamente significativas. De hecho, a los 2 dias de
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tratamiento, el grupo NaClO no mostré diferencias estadisticamente

significativas en su eficacia antibacteriana con el grupo Pasta Base.

Segun los resultados del presente estudio, 2 dias fueron suficientes
para lograr una desinfeccion efectiva, lo cual indica que no serian necesarios
largos periodos de medicacion para que los medicamentos produzcan una
desinfeccién adecuada de los conductos en TER. Ademas, segln Yassen et
al. (2013) la aplicacién de TPA, DPA y Ca(OH). durante 3 meses puede
producir una reduccion significativa de la resistencia a la fractura de la raiz

de dientes extraidos, en comparacion con la aplicaciéon durante 1 semana.

En relacion a la evaluaciéon del recrecimiento de E. faecalis en los
grupos seguidos durante 7 dias, cabe destacar que esto no se analiza en la
mayoria de trabajos similares (Latham et al. 2016; Madhubala et al. 2011;
Shokraneh et al. 2014) y puede aportar una informacion valiosa acerca de la
posible actividad residual de las diferentes medicaciones. De hecho, los
resultados obtenidos confirman la falta de actividad residual del NaClO, que,

al igual que el agua destilada, mostré crecimiento en los 8 especimenes.

Ademas resulta sorprendente que en el grupo de la Pasta Base, que
a los 7 dias obtuvo una reduccion del 100%, también se produjera
recrecimiento en los 8 especimenes (entre el dia 5y el dia 41), aunque hubo
diferencias estadisticamente significativas con los grupos del NaCIO vy el
agua destilada, ya que en éstos el recrecimiento se produjo mucho antes, el
primer dia en el caso del agua destilada, y entre el primer y el cuarto dia en

el caso del NaClO. Jacobs et al. (2017) utilizaron laminas de dentina estéril
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para investigar el efecto antibacteriano directo y residual de la DPA (a
concentraciones de 1 0 5 mg/ml) en hidrogeles de metilcelulosa y el Ca(OH)z,
frente a biofilms bacterianos obtenidos de conductos radiculares de dientes
maduros e inmaduros con necrosis pulpar. Comprobaron que todos los
medicamentos estudiados tuvieron un efecto antibacteriano directo
significativo, independientemente del origen del biofilm. Al igual que en
nuestro estudio, el Ca(OH)2 no mostré efecto antibacteriano residual
significativo, mientras que la DPA a ambas concentraciones tuvo efecto
antibacteriano residual significativo frente a biofilms bacterianos obtenidos
de un diente maduro con pulpa necrética. No obstante, solo mostré efecto
antibacteriano residual significativo frente a biofilms bacterianos de un diente

inmaduro con pulpa necrética a una concentraciéon de 5 mg/ml.

En el presente trabajo no se produjo recrecimiento de E. faecalis en
ninguno de los especimenes a los que se les aplic6 TPA o DPA. Sin
embargo, Sabrah et al. (2015) investigaron in situ el efecto antibacteriano
residual de la dentina radicular humana tratada con TPA y DPA a varias
concentraciones (1000, 1, o 0.5 mg/ml), frente a E. faecalis y todas las
concentraciones de DPA mostraron un efecto antibacteriano residual
significativamente méas largo en comparacion con las mismas
concentraciones de TPA. Ni TPA ni DPA a una concentracion de 1 mg/ml
mostraron diferencias significativas en comparacion con 1000 mg/ml de TPA

y de DPA en todos los periodos de tiempo.
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En este estudio, tanto en el grupo de la Pasta Base + CLX al 0,2%,
como en el de la Pasta Base + CTR al 0,2% se produjo recrecimiento en 2
de los 8 especimenes, mientras que en el grupo Pasta Base + CLX al 0,2%
+ CTR al 0,2% se produjo recrecimiento en 1 espécimen. Sin embargo, no
hubo diferencias estadisticamente significativas entre ellos, ni tampoco con
los grupos de TPA y DPA, pero si con el grupo Pasta Base, irrigaciéon con
NaClO al 2,5% e irrigacion con agua destilada. Este hecho puede explicarse
por la actividad residual que presentan la CLX y la CTR (Baca et al. 2011a;

Baca et al. 2011b).

Segun los resultados de nuestro estudio, y con las limitaciones que
supone extrapolarlos a situaciones clinicas reales, la utilizacion de TPA no
presenta ninguna ventaja respecto a la DPA ya que su eficacia es similar y
disminuye el riesgo de provocar tincion dental, reacciones alérgicas, y
resistencias antibidticas. Ademas el Ca(OH)2 es igualmente eficaz, pero
parece tener una actividad residual limitada. La CLX y la CTR podrian ser
una alternativa en TER, siempre que se logre un equilibrio entre desinfeccién
adecuada y baja toxicidad para las células madre. Por otra parte, la eficacia
de los medicamentos estudiados es similar a los 2 y 7 dias tras su aplicacion,
por lo que serian suficientes tiempos cortos de medicacion, que presentan la
ventaja de disminuir el riesgo de reinfeccién por filtracién coronal y también

podrian suponer un menor riesgo de fractura radicular (Yassen et al. 2013).

No obstante, seria conveniente realizar mas estudios utilizando estas

mismas combinaciones recreando una infeccién polimicrobiana, y realizar
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estudios in vivo, dado que al tratarse de un estudio in situ, los resultados

deben interpretarse con cautela.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos y con las limitaciones del

presente estudio, se derivan las siguientes conclusiones:

1. Las pastas de hidroxido de calcio con clorhexidina y/o cetrimida fueron
efectivas como medicacion intraconducto en el control de la infeccion por
E. faecalis cuando se aplicaron durante 2 y 7 dias, sin diferencias entre
ambos tiempos.

2. Su eficacia antimicrobiana fue similar a la obtenida con la triple pasta
antibidtica y la doble pasta antibidtica, y a la conseguida con hidréxido de
calcio solo.

3. Alargo plazo, Unicamente consiguieron evitar el recrecimiento bacteriano
en todos los especimenes la triple pasta antibidtica y la doble pasta
antibiética, aunque la efectividad de las pastas de hidroxido de calcio con

clorhexidina y/o cetrimida fue similar.
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Anexo 2. Consideraciones clinicas para un procedimiento de regeneraciéon pulpar
segun la Asociacion Americana de Endodoncia (AAE).

AAE Clinical Considerations for a Regenerative Procedure

Revised 6-8-16

These considerations should be seen as one possible source of information and, given the rapid
evolving nature of this field, clinicians should also actively review new findings elsewhere as they
become available.

Case Selection:
+  Tooth with necrotic pulp and an immature apex.
¢  Pulp space not needed for post/core, final restoration.
+ Compliant patient/parent.
+ Patients notallergic to medicaments and antibiotics necessary to complete procedure (ASA
1or2).

Informed Consent

¢+  Two (or more) appointments.

¢+ Use of antimicrobial(s).

¢+ Possible adverse effects: staining of crown/root, lack of response to treatment,
pain/infection.

¢ Alternatives: MTA apexification, no treatment, extraction (when deemed non-
salvageable).

+  Permission to enter information into AAE database (optional).

First Appointment

+ Local anesthesia, dental dam isolation and access.

+ Copious, gentle irrigation with 20ml NaOC] using an irrigation system that minimizes the
possibility of extrusion of irrigants into the periapical space (e.g., needle with closed end
and side-vents, or EndoVac™). Lower concentrations of NaOCI are advised [1.5% NaOCl
(20mL/canal, 5 min) and then irrigated with saline or EDTA (20 mL/canal, 5 min), with
irrigating needle positioned about 1 mm from root end, to minimize cytotoxicity to stem
cells in the apical tissues.

+  Dry canals with paper points,

+ Place caldium hydroxide or low concentration of triple antibiotic paste. If the triple
antibiotic paste is used: 1) consider sealing pulp chamber with a dentin bonding agent [to
minimize risk of staining] and 2) mix 1:1:1 ciprofloxacin: metronidazole: minocycline to a
final concentration of 0.1-1.0 mg/ml. Triple antibiotic paste has been associated with
tooth discoloration. Double antibiotic paste without minocycline paste or substitution of
minocycline for other antibiotic (e.g., clindamycin; amoxicillin; cefaclor) is another
possible alternative as root canal disinfectant.

+  Deliver into canal system via syringe

+ If triple antibiotic is used, ensure that it remains below CEJ (minimize crown staining).

+  Seal with 3-4mm of a temporary restorative material such as Cavit™, IRM™, glass-
ionomer or another temporary material. Dismiss patient for 1-4 weeks.
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Second Appointment (1-4 weeks after 1+ visit)

Assess response to initial treatment. If there are signs/symptoms of persistent infection,
consider additional treatment time with antimicrobial, or alternative antimicrobial.
Anesthesia with 3% mepivacaine without vasoconstrictor, dental dam isolation.

Copious, gentle irrigation with 20ml of 17% EDTA.

Dry with paper points.

Create bleeding into canal system by over-instrumenting (endo file, endo explorer) (induce
by rotating a pre-curved K-file at 2 mm past the apical foramen with the goal of having the
entire canal filled with blood to the level of the cemento—enamel junction). An alternative
to creating of a blood dot is the use of platelet-rich plasma (FRF), platelet rich fibrin (PRF)
or autologous fibrin matrix (AFM).

Stop bleeding at a level that allows for 3-4 mm of restorative material.

—+—  Place a resorbable matrix such as CollaPlug™, Collacote™, CollaTape™ over the

blood clot if necessary and white MTA as capping material.

A 3-4 mm layer of glass ionomer (e.g. Fuji IX™, GC America, Alsip, IL) is flowed gently
over the capping material and light-cured for 40 s. MTA has been associated with
discoloration. Alternatives to MTA (such as bioceramics or tricalcium silicate cements
[e.g., Biodentine®, Septodont, Lancasted, PA, USA]) should be considered in teeth where
there is an esthetic concern.

o Anterior and Premolar teeth - Consider use of Collatape/Collaplug and restoring with
3mm of a nonstaining restorative material followed by bonding a filled composite to
the beveled enamel margin.

o Molar teeth or teeth with PFM crown - Consider use of Collatape/Collaplug and
restoring with 3mm of MTA, followed by RMGI, composite or alloy.

Follow-up

Clinical and Radiographic exam
o No pain, soft tissue swelling or sinus tract (often observed between first and
second appointments).
o Resolution of apical radiolucency (often observed 6-12 months after treatment)
o Increased width of root walls (this is generally observed before apparent increase
in root length and often occurs 12-24 months after treatment).
o Increased root length.

o Positive Pulp vitality test response

The degree of success of Regenerative Endodontic Procedures is largely measured by the
extent to which it is possible to attain primary, secondary, and tertiary goals:

o Primary goal: The elimination of symptoms and the evidence of bony healing.

o Secondary goal: Increased root wall thickness and/or increased root length
(desirable, but perhaps not essential)

o Tertiary goal: Positive response to vitality testing (which if achieved, could
indicate a more organized vital pulp tissue)
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Anexo 3. Consideraciones clinicas para un procedimiento de regeneracion pulpar segin
la Sociedad Europea de Endodoncia (ESE).

Case selection and informed consent

Revitalization procedures should be considered in
teeth with incomplete root formation with pulp necro-
sis, whether or not periradicular lesions are present;
the aim of treatment being the regeneration of the
dentine-pulp complex. Cases that should be excluded
from revitalization treatment include avulsed teeth
immediately after replantation (as revitalization may
occur naturally), impossibility of adequate tooth isola-
tion, and teeth with extensive loss of coronal tissue
that require restoration with a post that will occupy
the space required for blood clot formation. Recom-
mendations regarding revitalization procedures in
cases with luxation injuries cannot be given, as clini-
cal evidence is lacking. For medically compromised
patients (ASA physical status classification system

ASA III and higher), it may be more prudent to rely

on conventional treatments.

The patient, parents or legal guardian must be pro-
vided with both general and specific information
regarding the:

* existing pathosis;

* regenerative procedure with its potential advan-
tages and current uncertainties compared to con-
ventional therapies;

+ time course of treatment and follow-ups:

* use of materials and medicaments as well as the
treatment alternatives; and

+ likely outcomes.

As the procedure is relatively new, data on long-
term survival and tooth stability are missing. A first
short-term outcome study documents a higher sur-
vival rate after revitalization compared to MTA or cal-
cium hydroxide apexification (Jeeruphan et al. 2012);
however, the study is limited by a relatively small
number of cases per group.

A patient consent form including the points dis-
cussed above is available (see Appendix 1).

Protocol including procedural details

First appointment

¢ Perform clinical diagnostics according to the
checklist (see Appendix 2);

* Tooth cleaning, local anaesthesia (optional), field
isolation and disinfection (with, e.g. iso-Betadine);

* Prepare access cavity;

+ Remove loose or necrotic pulp tissue using suitable

endodontic instruments;

Avoid mechanical instrumentation of the root
canal walls;

Irrigate with 1.5-3% sodium hypochlorite (20 mL,
5 min), use of side-vented needle, place 2 mm
above vital tissue (which can be controlled using
an operating microscope or when the patient
reports pain). The choice of sodium hypochlorite
concentration reflects the need for a balance
between sufficient disinfection and tissue preserva-
tion (Martin et al. 2014);

Bleeding or exudate (control with paper points)
may require extended irrigation;

Irrigate with sterile physiological saline (5 mL) to
minimize the cytotoxic effects of sodium hypochlo-
rite on vital tissues;

Dry with paper points;

Irrigate with 20 mL of 17% EDTA;

Insert a nondiscolouring calcium hydroxide pro-
duct (Lenherr et al. 2012) homogenously into the
root canal. For most published case reports, antibi-
otics, mainly triple antibiotic paste consisting of
ciprofloxacin, metronidazole and minocycline (Hos-
hino et al. 1996) were used with good results.
Drawbacks such as discolouration (Lenherr et al.
2012), cytotoxicity (Ruparel et al. 2012), sensitiza-
tion, development of resistance and difficulty of
removal from the root canal (Berkhofl et al. 2014)
need to be taken into account. Recent publications
advocate the use of calcium hydroxide (for reviews
see Bezgin & Sonmez 2015, Galler 2015,
Kontakiotis et al. 2014);

Place coronal seal directly onto intracanal dressing
with a minimum thickness according to the mate-
rial selected.

Second appointment (2—4 weeks later)

Clinical diagnostics according to the checklist (see
Appendix 2);

It signs of inflammation have not subsided, refresh
calcium hydroxide. Administration of systemic
antibiotics may be considered if the patient reports
general health alteration such as fever or dyspha-
gia (for further information see recommendations
of the European Academy of Paediatric Dentistry/
EAPD);

Cleaning, anaesthesia, field isolation and disinfec-
tion of operating field. The chosen anaesthesia
should feature optimal bone penetration. Current
recommendations specify the use of anaesthetics
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without vasoconstrictor; however, the creation of
a blood clot is mostly hampered by the patients’
sensation of pain, and evidence describing
improved bleeding without vasoconstrictor is
sparse (Petrino et al. 2010). Experiences from the
first visit regarding patient compliance, anxiety
and pain control should be taken into account;
Remove temporary seal;

Irrigate with 17% EDTA (20 mL, 5 min), use of
side-vented needle and place 2 mm above vital
tissue:

Irrigate with sterile physiological saline (5 mL) to
reduce adverse effects of irrigants on target cells;
Remove excess liquid with paper points:

Induce bleeding by mechanical irritation of peri-
apical tissue and rotational movement of an api-
cally pre-bent file (e.g. size 40) Hedstrom);

Allow the canal to fill with blood until 2 mm
below the gingival margin to wait for blood clot
formation for 15 min;

Cut a collagen matrix (e.g. Parasorb Cone (Resorba,
Medical GmbH. Germany). Collaplug (Integra LifeS-
ciences Corp., Plainsboro, NJ, USA) or Hemocolla-
gene (Septodont, Saint Maur des Fossés, France) to
a diameter larger than the coronal part of the root
canal and a height of 2-3 mm, place on top of the
blood clot, allow the matrix to soak with liquid to
avoid formation of a hollow space;

Place a hydraulic silicate cement (e.g. MTA or tri-
calcium silicate cement) on top of the collagen
matrix in a thin homogeneous layer of about
2 mm underneath the cement-enamel junction
and beware of potential discolouration after con-
tact of the material with blood;

Apply a flowable, lightcurable glass-ionomer or
calcium hydroxide cement;

Refresh the cavity walls with a diamond bur or
grit blast with aluminium oxide;

Seal with adhesive restoration.

Follow-up

Follow-ups should be performed after 6, 12 and 18
and 24 months, after that annually for 5 years. A 3-
month follow-up is recommended in cases of long-

standing infection, difficult elimination of signs of

inflammation (e.g. second application of intracanal

dressing), the presence of inflammatory root resorp-

tion or where alternative treatment (e.g. autotrans-

plantation) has

to be considered. Clinical and

ANEXOS

radiographic diagnostics should be performed accord-
ing to the flow chart.

In the case of planned orthodontic treatment, it
should be recognized that teeth after revitalization
may be more perceptible to inflammation and apical
root resorption (Kindelan et al. 2008). Thus, bony
healing should be awaited, and teeth after revitaliza-
tion should be excluded from orthodontic treatment
or follow-up intervals should be shortened during
orthodontic treatment.

Success criteria

* No pain;

* No signs and symptoms of inflammation;

* Healing of pre-existing bony periapical lesion;

* Increase of root thickness and length:

* Absence of (continued) external root resorption;

* Positive response to sensibility testing;

* Patient acceptance;

* No unacceptable colour changes;

* Radiographic detection of a new PDL along the
inner wall of the root canal.
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Antibacterial efficacy of several intracanal medicaments for endodontic

therapy
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The antibacterial efficacy of intracanal medicaments for 2 and 7 days, in open apex root canals contaminated with Enferococcus
faecalis biofilms was compared. One hundred and thirty-eight standardized uniradicular human roots were inoculated with E. faecalis.
Colony forming units (CFU) were recorded before and after medication. Samples were divided in two (2/7 days), and subdivided
(n=8/group): triple antibiotic paste (TAP); double antibiotic pacte (DAP); dental baze pacte (DEP), consicting of calcium hydroxide,
propylene glycol and calcium carbonate; DBP+0.2% chlorhexidine (CHX); DBP+0.2% cetrimide (CTR); DBP+0.2% CHX+0.2% CTR;
2.5% sodium hypochlorite (NaOCI); and distilled water. At both periods TAFP, DAP, DEP+).2% CHEX, DEP+0.2% CTR and DBP+0.2%
CHX+0.2% CTR exhibited no growth (NG) of E. faecalis. Dictilled water and 2.5% NaOCI obtained the lowest CFU reduction. No
growth with DBP was reached only at 7 days. CHX and/or CTR pastes were as effective azs DAP and TAP. A 2-day period provided

an effective disinfection.

Keywords: Regenerative endodontic therapy, Double a

ic paste, Chlorhexidine, Cetrimide, Propylene glycol

INTRODUCTION

Endodontic infection or trauma of a permanent tooth
can lead to pulp necrosis and, in the case of an immature
tooth, to the interruption of tooth development, resulting
in incompletely formed roots with wide open apices,
reduced root length, and thin, fragile dentinal walls"
Regenerative endodontic therapy (RET) has become a
viable alternative in the treatment of immature teeth
with pulpal necrosis as long as an adequate disinfection
of the root canal system is guaranteed?. Most of RET
clinical reports have used either triple antibiotic paste
(TAP)*" or pure calcium hydroxide (Ca(OH):) paste®!¥
as intracanal medicaments for this purpose.

Ca(OH), as unique intracanal medicament has been
used in RET with satisfactory results®V. However,
several authors claim that it can destroy cells with
potential to differentiate into new pulp due to its
high pHY Moreover, it may induee an uncontrolled
calcification of the canal space that would prevent the
ingrowth of soft tissue with an odontogenic potential®.

TAP consisting of metronidazole, ciprofloxacin and
minoeyeline, has been successfully used to disinfect
the canals in RET. achieving closure of the apex
and thickening of the dentinal walls*". A potential
disadvantage when using TAP is the possibility of tooth
discoloration®*'*!¥ due to minoeyeline*!® The double
antibiotic paste (DAP). that excludes minocycline, has
also been suceessfully used for RET**!®. Other concerns
associated with intracanal use of antibiotics are: fear
of promoting antiblofic resistance, risk of allergic
reaction'” and biocompatibility of the medicament!®
An excessive concentration of TAP might affect the host
tissue, limiting tissue regeneration'” Therefore, the

Received Mar 15, 2016: Accepted Oct 18, 2016
doi-10.4012/dmj 2016-102 JOI JST.JSTAGE/dmj/2016-102

possibility of using chlorhexidine (CHX) or cetrimide
(CTR) as intracanal medication in these regenerative
procedures could be a safe alternative'® In fact, it
has recently been reported, that a combination of 2%
CHX gel with Ca(OH); as intracanal medicament is as
effective as TAP®

E. faecalis is an opportunistic pathogen associated
with different forms of periradicular diseases, including
primary®®?" and persistent endodontic infections™. This
15 due to 1ts ability to adhere to dentin and penetrate
along dentinal tubules®¥ and to colonize the dentin in the
form of biofilm®¥_ Tts ecologic advantage could allow it to
resist the bactericidal effect of Ca(OH).**¥ and of a wide
range of antibioties®®. In contrast, TAP has shown to be
effective against this bacteria?**® However, there is a
lack of consensus, not only referring to the medication
used, but also to the length of the treatment, which
ranges in literature from 7 days to several weeks*81119,

To our knowledge, there are no microbiological
studies comparing in situ the efficacy of TAP, DAP and
Ca({0OH); paste alone or in combination with CHX and/
or CTR at different periods of time. Therefore, the aim
of this study was to compare the antimicrobial activity
of different intracanal medications for 2 and 7 days. in
simulated open apex root canals contaminated with E.
faecalis biofilms.

MATERIALS AND METHODS

The Ethics Committee of the institution where the
experiment was performed previously approved the
protocel (UGR-438). The experimental method used
1n this study was a modification of the model used by
Haapasalo and Orstavik™. One hundred and thirty-
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eight single-rooted mature human teeth were stored in
0.1% thymol solution at 4°C. After removing 3—4 mm of
the apical third, teeth were decoronated to obtain roots of
8 mm 1n length. To standardize the root canal diameter
all the canals were enlarged with Peeso drills, sizes 1
up to 4 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland). To
allow handling of the specimens during the experiment,
a customized mold was fabricated with polyvinyl-
siloxane impression material (Zhermack, Rovigo, Italy).

The specimens were placed in an ultrasonic bath
with 17% EDTA (pH 7.2) for 2 min, followed by 5.25%
NaOCI for 2 min. Each specimen and its corresponding
model were autoclaved at 121°C. As a sterility check,
each specimen was placed in a 1.5-mL Eppendorf tube,
immersed in sterile brain-heart infusion (BHI) (Scharlau
Chemie, Barcelona, Spain), and incubated for 1 week
at 37°C (inspected daily) to ensure that the BHI broth
showed no signs of turbidity. From this stage forward,
all specimens were processed using sirictly aseptic
protocols. From a subculture of E. faecalis (ATCC 29212),
a 1 McFarland standard suspension was prepared
in BHI and then diluted 30-fold to obtain an mitial
bacterial suspension of approximately 1x107 colony-
forming units per mL (CFU/mL). Afterwards, 1.2 mL of
this suspension and the sterilized specimen were added
to an Eppendorf tube and were incubated for 3 weeks
under aerobic conditions at 37°C, with reinoculation
performed every 7 days. The cultures were checked for
purity by gram stain and colony morphology. The absence
of smear layer and open infected dentinal tubules was
confirmed under scanning electron microscopy (Fig. 1).
Then, each specimen was inserted into its customized
mold and the interface between the tooth surface and
the impression material was sealed with cyanoacrylate.
After the incubation period. samples at baseline were
collected from the 128 numbered specimens included
in the study, and 10 more specimens (5 for each of the
follow-up period) without contamination were used as
sterility control. The procedure consisted in flooding the
canal with a sterile saline solution (0.9%) and placing
a #50 Hedstrom file {Dentsply-Maillefer, Konstanz,
Germany) 7 mm into the root canals (1 mm above the
sample size), to serape circumferentially the dentin for
15 s, as the apical end of the roots was alse sealed with
cyanoacrylate to prevent bacterial leakage. Then, two
consecutive sterile paper points #80 were introduced
into the canal during 30 s each. The #50 Hedstrém file
and the paper peoints were intreduced into a 1.5 mL
Eppendorf tube containing 500 pL of BHI broth and
vortexed for 30 5V After, a serial of 5 ten-fold dilutions
were prepared and plated in BHI medium for wiable cell
counting as Colony Forming Units (CFUs).

From the 128 specimens, 64 were randomly
assigned to 2 or 7 days follow-up periods, and then.
subdivided into 8 groups (n=8/group) as follows: Group
1: TAP, containing equal amounts of metronidazole,
ciprofloxacin, and minocycline (0.5 mg/ml). Group 2Z:
DAP, containing equal amounts of ciprofloxacin and
metronidazole (0.5 mg/mL); Group 3: Dental base
paste (DBP), consisting of 20% caleium hydroxide, 50%

Fig.1 Scanning electron microscopy micrograph.

The absence of smear layer and open infected
dentinal tubules can be observed.

propylene glycol and 30% calcium carbonate; Group 4:
DBP+0.2% CHX paste; Group 5: DBP+0.2% Cetrimide
(CTR) paste; Group 6: DBP+0.2% CHX+0.2% CTR paste;
Group 7: irrigation with 20 mL of 2.5% NaOCl, and
Group 8: irrigation with 20 mI of distilled water.

Canals were irrigated with 20 mL of sterile water,
dried with paper points and the medicaments were
introduced using a syringe and sterile needles in receding
from apical to coronal part. The coronal access was
sealed with a sterile cotton pellet and the specimens were
incubated for 2 and T days respectively. Afterwards, the
medication was removed with 80 mL of sterile water and
the second microbiological sampling (post-treatment)
was performed as previously deseribed.

Statistical analysis

The results were expressed as Logy; (CFUs+1) reduction,
where CFUs stands for “colony forming units” and +1
is the general convention to allow log calculation in the
event CFU=0. For each group the differences between
the first sampling (at baseline) and the second sampling
after medication were calculated. The term ‘no growth’
(NG) was used to denote that no culturable bacteria were
recovered in any specimen/group. A Logy, reduction >3
can be considered highly effective.

Once the ANOVA had rejected the hypothesis of
equality of groups, a Tukey test was applied for multiple
comparisons among samplings at baseline and post-
treatment. In order to compare the efficacy of the two
follow-up periods (2 and 7 days) a Student’s i-test was
performed. The level of statistical significance was set at
p<0.05. All statistical analysis was performed by means
of SP38 18.0 for Windows software (IBM, Armonk, NY,
USA).
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Table 1 Logy reduction of colony formed units of Enter faecalis in both foll p periods: 2 and 7 days
2 days post-treatment 7 days post-treatment
Groups P
Logi reduction Logi reduction
TAP 3.72 (0.26)*(NG) 3.67 (0.18)*(NG) 0.715
DAP 3.71 (0.13)*(NG) 3.66 (0.14)*(NG) 0.401
DBP+0.2% CHX 3.51 (0.25)*(NG) 3.59 (0.26)*(NG) 0.549
DBP+).2% CTR 3.46 (0.21)*(NG) 3.60 (0.15* (NG) 0.146
DBP+0.2% CHX+0.2% CTR 3.44 (0.36)*(NG) 3.40 (0.22*(NG) 0.775
DEP 3.05 (0.80)** 3.58 (0.21)*(NG) 0.105
Irrigation with 2.5% NaOCl 2.20 (137" 0.76 (L11)® 0.038
Trrigation with distilled water 1.08 (111 0.48 (0.73)° 0.215

Comparison between groups and follow-up periods. Mean (SD)

TAP: triple antibiotic paste, DAP- double antibiotic paste, DBP: dental base paste, CHX: chlorhexidine; CTR: cetrimide;
MNaOCl: sodium hypochlorite; NG:- No growth

The same superscript letter shows differences that were not statistically significant determined by the Tukey’s test once that
ANOVA test for 2 and 7 days showed statistically significant differences (p<0.001 in both cases).

* Comparison by Student’s i-test (p<0.05).

RESULTS fmm root canals of teeth with pe:rsist,e_nt periapical

lesions. Thus, the NG of Enterococcus during root canal

Mean values obtained at baseline in Log,, ranged treatment is essential®?, although it must be considered
between 3.72 (TAP) and 3.39 (distilled water) for that endodontic infection is polymicrobial.

specimens incubated for 2 days without statistical In general, for all experimental groups. baseline

significant differences among the experimental groups CFUs values were lower, between 10° and 10* than
evaluated. In the same way, no significant differences those reported previously for other authors®3% This

for baseline results were recorded among the specimens could be due to methodological differences, as a lower
incubated for 7 days, regardless the treatment applied. concentration of the inoculum and/or a shorter root
In this case, mean values ranged from 3.67 (TAP) to 3.4 length®® These baseline values should be taken into
(distilled water and DBP+0.2% CHX+0.2% CTR). account, since a low microbial load could explain that no

The results are shown in Table 1. At 2 days growth of Enterococcus was determined for experimental

post-treatment, TAP, DAP, DBP+0.2% CHX paste, groups in which antibioties or antiseptics in paste
DBP+0.2% CTR paste and DBP+0.2% CHX+0.2% CTR were applied, either at 2 or 7 days post-treatment.
paste exhibited NG of E. faecalis. Without achieving NG, Moreover, although sampling at baseline may have some
DBP and 2.5% NaOCL obtained statistically the same repercussion on the bacterial reduction, as it recovers a
efficacy. The worst results were achieved with distilled small part although representative of the total lead. this

water (1.09 Log;, reduction). procedure was similar for all experimental groups and
At 7 days post-treatment NaOCl and distilled thereby the produced effect.
water achieved similar Logy, reduction (0.76 and 0.48, In the present study DBP, that contained Ca(OH)a,

respectively) that was signifieantly lower than the did not show NG capacity of E. faecalis when compared
obtained with the other 6 medications, which showed with the other medicaments at 2 days post-treatment.

NG. However, this difference disappeared after 7 days,
Overall, there were no statistical differences attaining as the others a 100% of NG capacity. This
between both follow-up time perieds (2 and 7 days). is consistent with the study by Madhubala ef al®®
except for 2.5% NaOC] treatment that showed a higher in which Ca(OH): also showed a gradual Increase in
Logy, reduction at 2 days. its antibacterial activity, although they reported a
maximum of 59.4% on day 7. Also. Shokraneh et al.®®,

DISCUSSION did not find significant differences between TAP and

Ca(OH)., alone or in combination with CHX, in the deep
Various studies have also used E. foecalis to evaluate dentin; although TAP showed a significantly higher
the antibacterial effectiveness of different intracanal antibacterial activity in surface dentin. The good results
medications, as this strain is highly resistant against of Ca(OH);in this study could be due to its combination
different antibacterial agents™*%0 and it is recovered with propylene glycol which is a biclogically well-
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accepted vehicle with significant antibacterial properties
that allows a sustained release of hydroxyl ions and
enhances the diffusivity of caleium hydroxide into the
dentinal tubules®®.

No differences between NaOCI and distilled water
experimental groups were detected at 2 and 7 days post-
treatment, which may be a surprising result a priori.
NaOCl is a strong antimicrobial but with no residual
activity™. It loses its activity just after its application,
therefore no interference with bacterial regrowth would
be expected. This fact could explain that at 2 days
post-treatment the difference with the Logw reduction
obtained by distilled water was 1 unit and at 7 days
differences were even lower (0.28)

TAP has shown to be very effective in eliminating
endodontic pathogens in vitro®™®®, in situ®™® and in
vive'. In agreement, the application of TAP produced
a 100% reduction of E. faecalis at 2 and 7 days post-
treatment. This antibacterial efficacy against E. faecalis
was also reported by Madhubala ef al.*®, although in
their study, TAP required 7 days to show its higher
antibacterial effect (98.46%).

According to our results, DAP was as effective as
TAP against E. faecalis in the root canal space, agreeing
with Sabrah ei @l®?, who obtained no significant
difference between TAP and DAP antimicrobial activity
against this bacterium when compared in wvitro. This
also corroborates the good clinical outcomes of DAP
in the cases reports published by Iwaya et al'® and
by Hargreaves et al.'®. Therefore, the elimination of
minocycline could allow obtaining the same clinieal
results avoiding the risk of tooth discoloration, even so, it
still remains the risk of promoting antibiotic resistance,
of allergic reaction or toxicity of the medicament.

Despite the satisfactory results of TAP and DAP
for RET, it should be borne in mind that medicaments
at concentrations currently used could adversely affect
stem cells survival>®. According to this, Ruparel et
al® showed that TAP and DAP significantly reduced
the survival of stem cells of the apical papilla (SCAPs)
in a concentration dependent fashion, since lower
concentrations of 0.01-0.10 mg/mL. of TAP and DAP
did not have an effect on SCAPs, while Chuensombat ef
al'" determined that 0.39 mg/ml. TAP was a safe dose,
although it was unable to eradicate all bacteria. Recent
recommendations suggest doses no higher than 1 mg/mIL.
seeking for a balance between safety and antimicrobial
effectivity™ .

On the other hand, this detrimental effect on SCAPs
survival has not been evidenced for Ca(OH); regardless
of the concentration tested®; even promoting SCAP
survival and proliferation®®*). Therefore, medicaments
used in RET should be carefully selected and used at
adequate concentrations to have antibacterial efficacy
without evoking toxicity to the host stem cells®. The
current clinical recommendation of the American
Association of Endodontists® suggests the use of
Ca(OH),or 0.1 mg/ml. of TAP. However, a recent study
showed that 0.125 mg/mL of DAP and TAP did not have
cytotoxic effect on dental pulp stem cells, but it was not

enough to completely eradicate established biofilm of E.
faecalis, although it showed a significant antibacterial
effect™. Nevertheless, the exact concentration used
clinieally is not usually precisely reported*®!¥_

CHX and CTR have proven to be effective against
E. faecalis, alone* or in combination** when used as
irrigating solutions, which is in line with the results
of this study. where DBP+0.2% CHX paste. DBP+0.2%
CTR paste and DBP+02% CHX+0.2% CTR paste
exhibited NG of E. faecalis at both experimental
periods. In clinical situations, Nagata et al.'® have
reported that a paste composed of Ca(OH).+2% CHX gel
is as effective as TAP. According to this, Soares et al.'®
presented a new proposal for pulp revascularization with
mechanical decontamination and intracanal medication
of Ca(OH),+2% CHX gel, obtaining a satisfactory
root development. However, Ordinola-Zapata et al*®
reported that TAP was more effective than 2% CHX
gel and Ca(OH): at killing bacteria in the biofilms of
an intraorally infected dentin model Another study
evaluated the viability of E. faecalis in human radicular
dentin after a 14-day exposure to Ca(OH).,, TAP, 2%
CHX gel and 1% CTR solution. Both TAP and 1%
CTR significantly reduced the viability of E. faecalis
in comparison with 2% CHX gel and Ca(OH);*. This
could be due to the presentation in gel of the CHX, as
according to the results of a pilot study of our research
group, in which 0.2% CHX gel and 0.2% CTR gel. alone or
in combination, were much less effective than the paste
presentation (data mot shown). Further investigation
should be carried out to clarify the infiuence of the
mode of presentation of these medicaments on their
effectiveness.

Regarding CHX biocompatibility, 2% CHX
solution showed a good blocompatibility when injected
subcutaneously in rats, while 2% CHX gel presented
a moderate inflammatory response at 14 days, which
decreased at 30 days'®. However, in other studies, CHX
showed to be cytotoxic on osteoblastic, endothelial and
fibroblastie cell lines*® and particularly on SCAPs*"
For this reason, in this study 0.2% CHX was used
instead of 2%. Referring to CTR. its biocompatibility
has hardly been investigated. On¢aj ef al.*® compared
the antibacterial properties and toxicity of various root
canal irrigants: 5.25% sodium hypochlorite (NaOCI),
2% CHX and 02% CHX+02% CTR (Cetrexidin®).
Cetrexidin® and 2% CIHX were more effective and had
more residual antibacterial effects and lower toxicity
than 5.25% NaOCL

CONCLUSIONS

On the basis of the findings reported in this study. it
can be concluded that CHX and/or CTR pastes were
as effective as DAP and TAP as short-term intracanal
medicaments in RET and CTR could be an alternative
once its biocompatibility is proven.

Moreover, long periods of intracanal medication
would not be required to achieve an effective disinfection
of the root canals. However, research is warranted
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to compare the efficacy and biocompatibility of these
medicaments and to test them in a mixed species biofilm
as well as in a clinical scenario to obtain predictable
outcomes and to establish a standardized treatment
protocol for necrotic immature permanent teeth.
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