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Titulo: Efecto del flujo controlado alternante de agentes quelantes Na:EDTA y

Na4+HEBP sobre la capacidad de disolucion del hipoclorito de sodio, NaOCI.

Introduccion: Uno de los principales objetivos de la endodoncia es la limpieza y
desinfeccion del sistema de conductos radiculares. Aunque la instrumentaciéon permite
conformar el conducto principal, el sistema de conductos radiculares es muy complejo
quedando zonas como son conductos laterales, istmos y deltas apicales no accesibles a
los instrumentos de conformacién. La irrigacién es de vital importancia para la
disoluciéon y eliminaciéon de la materia organica (tejido pulpar vital o necrético y
microorganismos) e inorganica (restos dentinarios y barrillo dentinario) del interior del
sistema de conductos. Como no existe un Unico irrigante que aune la capacidad de
disolver tejido organico e inorganico simultdneamente, se requiere la combinacién del
hipoclorito de sodio (NaOCIl) con un agente quelante. Sin embargo, se han observado
interacciones al combinar irrigantes que pueden afectar a la capacidad de disoluciéon del

NaOCl.

Objetivo: Determinar la capacidad de disolucién del hipoclorito de sodio (3% NaOCl)
sobre el tejido pulpar bovino cuando se emplea un flujo controlado alternante de dos
agentes quelantes: la sal disédica del acido etilendiaminotetraacético (Na;EDTA) o la sal

tetrasddica del 4cido etidronico (NasHEBP).

Metodologia: El tejido pulpar bovino fue extraido de incisivos inferiores de 10
mandibulas bovinas (30-70 meses de edad). Las muestras de tejido fueron
estandarizadas en tamafio (1x3x10mm), secadas y pesadas en una balanza electrénica
de precision (peso inicial (T0): media= 31,98 mg, DE=1,18). Las muestras de la misma
mandibula bovina se distribuyeron aleatoriamente entre los dos grupos controles (n=3,
cada uno) y los cuatro grupos experimentales (n=10, cada uno): NC (control
negativo/agua destilada), PC (control positivo/6% NaOCl), G1 (3% NaOCl), G2 (3%
NaOCl/17% NazEDTA), G3 (3% NaOCl/18% NasHEBP) y G4 (3% NaOCl/9% NasHEBP).
El agua destilada y el NaOCl se dispensaron mediante un flujo controlado continuo de
1ml/min. Una segunda bomba administraba simultdneamente Na;EDTA en G2 y
Na4sHEBP en G3 y G4, de forma intermitente cada 30 segundos. El porcentaje de pérdida
de peso se calculé a los 2, 5 y 10 minutos (T2, T5 y T10). El cloro libre y el pH se

controlaron en TO y T10 y la temperatura en T10. Después de comprobar la distribucién
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normal de los datos, se aplico el test de ANOVA de medidas repetidas para comparar el
porcentaje de tejido remanente a lo largo del tiempo entre los distintos grupos. Se aplicé
la correccion de Greenhouse-Geiser porque no se cumpli6 el supuesto de esfericidad de
los datos. Cuando el test de ANOVA de medidas repetidas mostré diferencias

significativas, se aplico el test post-hoc de Tukey.

Resultados: El tejido pulpar se disolvi6 completamente en PC en T5. No se observd
disolucion de tejido en NC. En todos los grupos experimentales hubo una reduccién
significativa en el porcentaje de tejido remanente a lo largo del tiempo (p<0,001). Las
diferencias entre los grupos experimentales no fueron estadisticamente significativas en
el porcentaje de pérdida de peso en ninguno de los tiempos, excepto para G4 (3%
NaOCl/9% NasHEBP) que mostroé significativamente mas cantidad de tejido remanente
tanto en T2 como en T5 (p<0.001) que G1 (3% NaOCl), aunque no existieron diferencias
significativas con G2 (3% NaOCl/17% Naz:EDTA) y G3 (3% NaOCl/18% HEBP). En T10
no hubo diferencias significativas entre los grupos experimentales; sin embargo,
quedaron restos de tejido en G3 (m(DS)=1,4% (2,4)) y G4 (1,6% (2,3)); mientras que
tanto en G1 como en G2 la disolucién fue completa. El cloro libre no cambié en las
soluciones aisladas recolectadas en PC y G1. Sin embargo, se observo una reduccién del
cloro libre en las soluciones recolectadas mezcladas (NaOCl con agente quelante) en
T10. En el G2, la reduccion del cloro libre fue del 54,4%, en el G3 del 33,3% y en el G4 del
38,9%. Tanto el Na2EDTA como el Na4,HEBP disminuyeron el cloro libre a los 10 minutos
en las soluciones mezcladas con NaOCl. En las soluciones recolectadas mezcladas en G2,
hubo también una reduccién del pH inicial del NaOCl y un aumento de la temperatura de

la soluciéon mezclada de 10°C.

Conclusiones: La disolucién de tejido fue progresiva a lo largo del tiempo debido a la
renovacion constante de las soluciones. El Na;EDTA y el Na4,HEBP al 18% dispensados
bajo un flujo controlado alternante no inactivaron la capacidad de disoluciéon del NaOCI.
El Na4HEBP al 9% fue el Unico quelante que redujo la eficacia del NaOCl a los 2 y 5
minutos. Asimismo, la mezcla del NaOCl con cualquiera de los dos quelantes produjo una
reduccion del cloro libre, siendo mas pronunciada con el Na;EDTA, el cual dio lugar a
una reaccion notablemente exotérmica con formacion de burbujas y a un precipitado de

la sal.
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alternante, flujo continuo.



"Efecto del flujo controlado alternante de agentes quelantes Na,EDTA y Na,HEBP sobre la capacidad de disolucion del hipoclorito de sodio, NaOCI "

2. ABSTRACT



"Efecto del flujo controlado alternante de agentes quelantes Na,EDTA y Na,HEBP sobre la capacidad de disolucion del hipoclorito de sodio, NaOCI "




"Efecto del flujo controlado alternante de agentes quelantes Na,EDTA y Na,HEBP sobre la capacidad de disolucion del hipoclorito de sodio, NaOCI "

Title: Effect of the alternate delivery of chelating agents Na;EDTA y Na;HEBP
under controlled flow on the pulp tissue dissolution ability of sodium

hypochlorite, NaOCl.

Introduction: The combination of mechanical preparation and chemical disinfection is
necessary for a successful endodontic therapy. The irrigation plays an important role
since mechanical instrumentation alone cannot reach the internal anatomic complexities
of the root canal system. As the ideal irrigant has not been described yet to eliminate
organic and inorganic matter at the same time, a combination of irrigants is needed for
proper tissue dissolution, reduction of biofilm, cleaning of unprepared areas and
removal of debris and of the smear layer produced on the dentinal tubules by the action
of endodontic shaping instruments. But chemical interactions can occur when different

irrigants are combined affecting their properties.

Objective: The purpose of this study was to evaluate pulp tissue-dissolution ability of
sodium hypoclorite (NaOCl) when alternated with disodium salt of
ethylenediaminetretraacetic acid (NazEDTA) and etidronate (Na4HEBP) under a

controlled flow.

Methods: Bovine pulp tissue was extracted from the lower incisors of 10 bovine jaws
(30-70 months old) dissected after death. Pulp specimens were standardized in size
(1x3x10mm), blotted dried and weighed using a hermetic precision electronic balance
(initial weight (T0): mean= 31.98 mg, SD=1.18). Specimens from the same bovine jaw
were randomly assigned to 2 control (n=3 each) and 4 experimental groups (n=10
each): NC (negative control/distilled water), PC (positive control/6% NaOCl), G1 (3%
NaOCl), G2 (3% NaOCl/17% EDTA), G3 (3% NaOCl/18% HEBP) and G4 (3% NaOCl/9%
HEBP). Distilled water and NaOCl were provided with a delivery pump under a
continuous controlled rate (1ml/min). A second pump alternately delivered either
Naz;EDTA or Na;HEBP with a 30-second programmed interval at the same rate.
Percentage of tissue weight loss was calculated at 2, 5 and 10 minutes (T2, T5 and T10).
Free available chlorine and pH were controlled at TO and T10. After confirming the
assumption of normal distribution of data, a repeated measures ANOVA was used to
detect any overall difference in the percentage of remnant tissue across time points and

groups. A Greenhouse-Geisser correction was applied to the repeated-measure ANOVA
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because the data violated the assumption of sphericity. Tukey post-hoc test was used for
pairwise comparisons when repeated measures ANOVA demonstrated significant

differences.

Results: No tissue was remnant in PC at T5. Tissue-dissolution was not observed in NC.
There was a significant reduction in the percentage of remnant tissue over time for all
groups (p<0.001). There were no significant differences in the percentage of weight loss
among experimental groups at any point time, except for G4 that showed significantly
more remnant tissue at both T2 and T5 (p<0.001) than G1, although no significant
differences were detected when compared to G2 and G3. At the same time, no significant
differences were detected among groups at T10; however, some remnant tissue was
found in G3 (m(SD)=1.4% (2.4)) and G4 (1.6% (2.3)) at T10, whereas nothing remained
in G1 and G2. Free available chlorine was not reduced in PC and G1; however, a
reduction was found in supernatant solutions that contained any of the chelators used in
the study (54.4%, 33.3% and 38.9% respectively for G2, G3 and G4). G2 supernatant

solution also showed a decrease in the pH and a 10°C increase in temperature.

Conclusions: The constant renewal of the solutions allowed a progressive dissolution of
tissue over time. Na2EDTA and 18% NasHEBP delivered alternately under controlled
flow did not inactivate tissue-dissolution ability of NaOCL 9% NasHEBP reduced pulp
tissue-dissolution ability of NaOCl after 2 and 5 minutes. Both chelators had a negative
effect in free available chlorine of supernatant solutions; however, it was higher with
Na2EDTA and associated to a rise in temperature, bubble formation and salt precipate

formation.

Keywords: tissue dissolution, sodium hypochlorite, NaOCl, ethylendiaminetetraacetic

acid, EDTA, etidronate, etidronic acid, HEBP, HEDP, alternate delivery, continuous flow.
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3. INTRODUCCION
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3.1. GENERALIDADES.

La preparacién quimico-mecadnica en endodoncia es imprescindible para
conseguir una adecuada limpieza, desinfeccion y conformacién del sistema de conductos
radiculares, asi como un posterior sellado tridimensional, lo mas hermético y biologico
posible (1, 2) (Figura 1). Para ello se requiere combinar la acciéon de soluciones
quimicas denominadas irrigantes para la limpieza y desinfeccion del sistema de
conductos radiculares con la accién mecanica de los instrumentos (limas) para su

conformacion (3, 4).

Control 3 anos

Fig.1. (A) Segundo premolar superior derecho (1.5) con necrosis pulpar y periodontitis apical
sintomatica. (B) Control a los 3 afios de la endodoncia realizada, asintomética y con aparente curacién

radiografica.

12
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La incorporacion del Niquel Titanio (NiTi) en endodoncia y el desarrollo de
nuevos sistemas de instrumentacién han facilitado y simplificado la conformacién del
sistema de conductos radiculares, disminuyendo los errores durante su preparacion (5).
Por un lado, se consiguen preparaciones mas centradas y con un mayor respeto de la
anatomia original, y por otro el menor nimero de instrumentos empleado hace que

estas preparaciones se realicen mas rapidamente (6, 7).

Ademas, las nuevas aleaciones y los diferentes movimientos sugeridos, tanto
rotatorio continuo como reciprocante, permiten una preparacién cada vez mas segura

con un menor esfuerzo por parte del profesional (7-9).

Sin embargo, la complejidad anatémica del sistema de conductos radiculares hace
que la instrumentacion tenga una serie de limitaciones, ya que produce acumulacién de
restos dentinarios sobre las paredes (barrillo dentinario) o en zonas inaccesibles como
istmos, ramificaciones e irregularidades (detritus o debris) y por si sola no es capaz de
eliminar todo el contenido de su interior (tejido pulpar vital o necrético,
microorganismos, barrillo dentinario y detritus), dejando entre un 24-64% de las

paredes del conducto intactas (5, 10) (Figura 2).

A B C D

Fig.2. Imagenes de UCT de un molar inferior tomadas de Zhao y cols, 2014 (10). (A) Anatomia interna

original del molar inferior (color rojo). (B) Instrumentacién del sistema de conductos radiculares con
Protaper Next® (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland) (color verde). (C y D) Superposiciéon de
areas instrumentadas (color verde) y no instrumentadas (color rojo) donde se observan areas intactas,

sobre todo en los conductos distales.

Estos restos pueden ocasionar un fracaso endodéntico por lo que es fundamental
insistir en la fase de irrigaciéon durante la instrumentacion entre lima y lima y después
de ella, una vez conformado definitivamente el sistema de conductos radiculares (11-

13) (Figura 3 y 4).

13
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Fig.3. (A) Irrigacién con hipoclorito de sodio en el interior del conducto mediante jeringa con la aguja
doblada a longitud trabajo menos 1 mm. (B) Presencia de burbujas en la cAmara pulpar debido a la accién

del hipoclorito de sodio sobre la materia organica.

Fig.4. Detritus creados por la lima rotatoria Protaper Next® X2 (Denstply Maillefer, Ballaigues,

Switzerland) tras conformar el sistema de conductos radiculares.

Asi, la irrigacion es un paso de vital importancia durante el tratamiento de
conductos tanto para disolver y eliminar el tejido organico del interior del sistema de

conductos (tejido pulpar y bacteriano) como el inorganico (detritus y barrillo

dentinario).

14
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3.2. TIPOS DE IRRIGANTES.

Durante el tratamiento de conductos, se emplean diferentes tipos de irrigantes
puesto que no existe el irrigante ideal que aline todas las propiedades deseables (2, 3)
(Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas del irrigante ideal en endodoncia (2, 3).

Caracteristicas del irrigante ideal

1. Tener capacidad antimicrobiana. 9. No tener efectos adversos sobre la dentina.
2. No irritar a los tejidos periapicales. 10. No afectar al sellado de la obturacidn.

3. Ser una solucién estable y activa. 11. No teiiir al diente.

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

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

6. Disolver materia organica. 14. No ser tdxico ni carcinogénico.

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

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

Los irrigantes mas empleados en endodoncia son el hipoclorito de sodio (NaOCl)
para la disolucién y eliminacién del componente organico, la clorhexidina (CHX) como
agente antimicrobiano y los agentes quelantes del tipo acido etilendiamino tetraacético

(EDTA) y el 4cido citrico (AC) para la eliminacién del componente inorganico (3).

Si no se combina la instrumentacién mecanica con la accién de un irrigante, el
porcentaje de superficie cubierta por restos dentinarios es de un 30-35% mientras que
este porcentaje se reduce considerablemente (hasta un 5-11%) cuando se irriga con
NaOCl seguido de un agente quelante, y disminuye ain mas si el irrigante se activa de

forma ultrasénica, llegando a quedar solo un 4% (12-15) (Figura 5).
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Fig.5. Imagenes de UCT de raices mesiales de molares inferiores tomadas de Paque y cols, 2009 (12) y
De-Deus y cols, 2014 (13). (A) Superposiciéon de la acumulacién de restos dentinarios (4area gris) al
instrumentar raices mesiales de molares inferiores con el sistema Protaper® Universal (Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Switzerland) sin irrigacién sobre la anatomia original de los conductos radiculares
(12). (B y C) Presencia de restos dentinarios en el istmo y en areas instrumentadas. Presencia de restos
dentinarios después de instrumentar con lima Reciproc® R25 (VDW GMBH, Munich, Germany) con

movimiento reciprocante e irrigar de forma convencional con NaOCl seguido del quelante EDTA (13).

El NaOCI es el irrigante mas empleado ya que tiene efecto bactericida al inactivar las
endotoxinas y disolver la materia orgénica, tanto el tejido pulpar vital o necrético como la

parte organica del barrillo dentinario que se forma durante la instrumentacion (3).

La CHX, que es una bisguanida cationica, se emplea por su capacidad antibacteriana
para alterar la membrana citoplasmatica (16-19) y su efecto prolongado (sustantividad) (20-
22). Sin embargo, actualmente estd en desuso por su pobre de capacidad de disolucién de
tejido y porque es menos efectiva frente a las bacterias Gram- que el NaOCI (23-26). Ademas,
interacciona con el NaOCI causando un precipitado naranja-marron que tapiza las paredes
dentinarias tifiendo la dentina y pudiendo afectar al sellado de la obturacién, siendo
controvertida la naturaleza de este precipitado (presencia o no de paracloroanilina) y su
toxicidad (27-34) (Figura 6).
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Fig.6. Presencia de precipitado en la pared dentinaria al mezclar el NaOCI con CHX.

Imagen tomada de Arslan y cols, 2015 (33).

Tanto el EDTA como AC son agentes quelantes usados para reblandecer la
dentina y eliminar detritus y la parte inorganica del barrillo dentinario que ocluye los
tubulos dentinarios después de la instrumentacién, pero no tienen la capacidad de
disolver la materia organica (3). Se emplean principalmente en el protocolo de
irrigacion final, una vez conformado definitivamente el sistema de conductos (3).
Yamada y cols en 1983 (35) propusieron un protocolo de irrigaciéon estandar empleando
NaOCl durante la instrumentacién seguido por un protocolo de irrigacion final, en el que
se empleaba un agente quelante fuerte como el EDTA seguido del NaOCl, como irrigante
final. Por tanto, en cualquier caso, es necesario combinar el NaOCl con un agente
quelante.

Hubiera sido deseable que la evolucion sufrida por la conformacién de conductos
radiculares, se hubiera acompafiado de una similar en la irrigacién y asi se hubiera
conseguido mayor rapidez también durante la limpieza del sistema de conductos; sin
embargo, el NaOCl, irrigante de momento insustituible para la disolucién de tejido
organico, parece inactivarse cuando se mezcla con un agente quelante (3, 36-38). Por
ello, se intenta buscar el irrigante que, combinado con él, no altere su capacidad de
disolucion de tejido organico y afiada la capacidad de disolver tejido inorganico.

Como alternativa a los quelantes tradicionales recientemente se ha planteado la
mezcla del NaOCI con un agente quelante débil, etidronato (HEBP), de forma combinada
durante la instrumentacién sin tener que recurrir a la irrigaciéon final de un agente
quelante fuerte independiente (15, 36). Estudios recientes sugieren que el HEBP no
altera la capacidad de disolucion del NaOCI (39) y reduce la acumulacién de restos

dentinarios y la formacion de barrillo dentinario durante la instrumentacion (15).
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Sin embargo, los estudios que han demostrado la disminuci6n de la capacidad de
disolucion del NaOCl en presencia de agentes quelantes, como el EDTA (36-38), han
empleado una metodologia que no reproduce una situacion clinica real, sumergiendo el
tejido a disolver en soluciones estancas a lo largo del tiempo, sin renovacién continua o

empleando soluciones mezcladas.

Como se ha mencionado anteriormente, el objetivo de la irrigacién en endodoncia
es disolver tanto la materia orgdnica como la inorganica, por lo que se hace
imprescindible el uso del NaOCl y de un agente quelante. La selecciéon del irrigante
adecuado, asi como el conocimiento profundo de sus propiedades quimicas, efectos y
posibles interacciones cuando se combinan es de suma importancia para obtener una
limpieza y desinfeccion eficaz dentro del sistema de conductos radiculares al igual que
conocer el protocolo de irrigacion que hay que seguir. Asimismo, han de tenerse en
cuenta los efectos indeseables que aparecen con determinadas concentraciones de los
mismos, entre ellos: la toxicidad, erosion dentinaria y reduccién de la microdureza
dentinaria, y por tanto, la posible disminucion en la resistencia a la fractura de la dentina
tratada (40, 41). Por ello, como norma deberia utilizarse la concentracion minima

efectiva del irrigante para conseguir sus efectos deseables y minimizar los indeseables.

A continuacidn, pasamos a describir las soluciones irrigadores empleadas en esta
tesis doctoral: el NaOCl y dos agentes quelantes, EDTA y HEBP. Se ha elegido el EDTA
por ser la solucion quelante mas estudiada y utilizada en endodoncia para la eliminacion

de la materia inorganica para poderlo comparar con el HEBP, de reciente incorporacion.

3.2.1. Agentes disolventes de tejido organico: HIPOCLORITO DE
SODIO o NaOCl.

a. Sustrato sobre el que actaa.

Uno de los objetivos en la fase de irrigacion es disolver el tejido organico del
interior del sistema de conductos, siendo el tejido pulpar humano el principal (Figura

7).
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Fig.7. Tejido pulpar humano de un conducto palatino de un segundo molar superior derecho (1.6).

Se trata de un tejido de origen mesenquimatoso con células especializadas
llamadas odontoblastos (cuerpo y prolongaciones odontoblasticas), que estan en intima
relacion con la dentina. De ahi, el llamado complejo dentino-pulpar. Se encuentra
confinado por la dentina mineralizada y estd compuesto por fibras nerviosas sensoriales
mielinicas tipo A (Ad y AP) y amielinicas tipo C, tejido vascular (arteriolas y vénulas),
fibras de tejido conectivo, sustancia fundamental, fluido intersticial, odontoblastos,

fibroblastos y células inmunocompetentes (Figura 8).

\ | ~———Dentin
| I Odontoblast process

Predentin

Odontoblast

d.‘ "” '— Desmosome-like junction

Capillary
Nerve fiber
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Fig.8. Composicion de la pulpa humana. Imagen tomada de Hargreaves y cols, 2016 (42).
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Debido a la presencia de fibras nerviosas es un érgano sensorial capaz de percibir
los estimulos (42) (Tabla 2). Conserva su capacidad de formar dentina a lo largo de la

vida y su sistema vascular disminuye progresivamente con la edad (42).

Tabla 2. Clasificacion de las fibras nerviosas de la pulpa (42).

Fibras nerviosas

Tipo de fibra Funcién Diametro Velocidad
Ad (90% fibras A) Propiocepcién 12-20 pm 70-120 m/seg
AB Presion, tacto 5-12 um 30-70 m/seg

C Dolor, temperatura, tacto 0,4-1 um 0,5-2 m/seg

En la pulpa existen dos tipos de proteinas estructurales: colageno (tipo Iy IlI) y
elastina. El colageno es una glicoproteina rica en hidroxiprolina y en menor proporcidn,

en hidroxilisina e hidratos de carbono (43).

Aunque en la practica clinica el tejido a disolver es el tejido pulpar humano, los
trabajos de investigacion sobre capacidad de disolucién de irrigantes en endodoncia
emplean ademas del tejido pulpar humano (44-53), bovino (23, 26, 54-75) y porcino
(76), otro tipo de tejidos no pulpares (24, 37, 39, 56, 77-95), como analizaremos mas

detalladamente en el apartado de discusion de esta tesis doctoral.

b. Caracteristicas generales.

El NaOCl, es un compuesto halogenado fuertemente oxidante por lo que se utiliza
como desinfectante y blanqueador (96). Posee una masa molecular de 74,44 g/mol, una

densidad de 1,07-1,14 g/cm3 y un punto de ebullicién de 101°C (97).

Su uso en odontologia se inicié con una mezcla de hipoclorito de sodio y potasio
en 1792. En 1820, el quimico francés Labarraque utilizé6 el NaOCl al 2,5% para la
desinfeccion de las heridas. En 1915, durante la Primera Guerra Mundial, Dakin (98),
quimico americano, y el cirujano Alexis Carrell emplearon para la desinfecciéon de las
heridas de guerra la solucién diluida del NaOCI al 0,5% neutralizada con acido bdrico
(0,4%) a pH 11 (solucién de Dakin) mejorando su cicatrizaciéon puesto que se formaba
borato de sodio en la solucién y no era irritante sobre los tejidos. En 1936, Walker (1)

empled 5% NaOCl como irrigante en los conductos radiculares (3, 96).
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En endodoncia, el uso del NaOCl es imprescindible porque es capaz de disolver el
tejido orgadnico y eliminar bacterias Gram+ y Gram- y el ecosistema microbiano
organizado (biofilm). Es un agente proteolitico no especifico que disuelve materia
organica -el tejido pulpar vital y necroético- y la parte organica del barrillo dentinario;

pero no asi su parte inorganica (4, 86, 99).

Uno de sus inconvenientes es que es muy reactivo y no es facil combinarlo con
otras sustancias que podrian atenuar sus limitaciones, como su escasa capacidad de
eliminacién del barrillo dentinario. Para ello es necesario el empleo de irrigantes
adicionales capaces de eliminar el componente inorganico del barrillo dentinario, como
quelantes del calcio, ya sea como irrigacién final (35) o de forma alternante durante el
tratamiento para prevenir la acumulacion del mismo durante la instrumentacién (15,

100).

No solo hay que cuidar su concentracion; el tiempo de accién, la temperatura, el
pH y la tensién superficial juegan también un papel muy importante en su eficacia.
Igualmente, y como veremos mas adelante, el volumen, el area de contacto, su
renovacion, su forma de dispensacion, su activacion y las interacciones quimicas cuando

se combina con otros son de suma importancia para su correcto funcionamiento.

c. Mecanismo de accion.

El cloro libre es el compuesto activo del NaOCl. El cloro libre tiene diferentes
formas en funcién del pH. En la forma acidica (pH<4) predomina el cloro gas (Cl2), en la
forma neutra (pH=7), el acido hipocloroso (HOCI) y en la forma alcalina (pH=9), el i6n

hipoclorito (CIO-) (101).

El NaOCl tiene un balance dindmico que tiende a cambiar de direccién
continuamente dependiendo del pH como se muestra en la siguiente férmula (58, 98,

102):
NaOCl + H,0<>NaOH + HOCl<>Na* + OH- + H* + OCI-

=NH + HCIO <= =NCI + Hz0
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El NaOCl en soluciéon acuosa da lugar a hidréxido de sodio (NaOH) y acido
hipocloroso (HOCI). Posteriormente, dependiendo del pH, se disocia en iones sodio
(Na*) y en iones hipoclorito (OCI"), o bien predominando el acido hipocloroso (HOCI) si

la solucién tiene un pH acidico (3, 102).

Su capacidad antimicrobiana depende del acido hipocloroso y causa destrucciéon
fosfolipidica y alteraciones biosintéticas en el metabolismo celular debido a la formacién
de cloraminas y a su accion oxidativa ya que oxida los grupos sulfidrilo de las enzimas de

las bacterias (102).

Su capacidad de disolucién de materia organica depende del i6n hipoclorito, que

es menos citotdxico (87, 101).

Al contactar el NaOCl con el tejido organico se produce una reacciéon de
saponificacion que degrada los acidos grasos, que reaccionan con el hidréxido de sodio,
formandose sales y glicerol (alcohol), reduciendo la tensién superficial de la solucion
remanente. A continuacion, se produce una reacciéon de neutralizacién, ya que el
hidréxido de sodio neutraliza acidos aminos formando agua y sal produciéndose una

reduccion del pH por la salida de iones hidroxilo.

Estas dos reacciones se producen de forma simultdnea y sinérgicamente
conduciendo a una licuefaccion del tejido organico. Se sigue de una reacciéon de
cloraminacion, en la que el HOCI en contacto con el tejido libera cloro que se une al
grupo amino reemplazando el hidrégeno dando lugar a cloraminas provocando una
degradacién de aminoacidos y una hidrdélisis interfiriendo con el metabolismo celular

(58, 97,98, 102).

También durante la disolucién de tejido se forman subproductos como son los
compuestos organoclorados (cloroformo, hexacloroetano, diclorometilbenzeno vy
benzaldehido) que pueden ser detectados mediante espectrometria de masas-
cromatografia de gases (GC-MS). La cantidad de cada compuesto es directamente
proporcional a la concentracion de NaOCl (97). Esto se ha demostrado durante la
disolucion de tejido pulpar bovino (11 mg) sumergido en 2 ml NaOCl a diferentes

concentraciones (0,5%, 2,5%y 5,25%) y en contacto con la dentina (30 mg) (Figura 9).
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Fig.9. Reacciones quimicas en la disolucién de tejido pulpar con NaOCI.

A) Saponificacién. B)

Neutralizacidn. C) Cloraminacion. D) Subproductos generados. Imagen tomada de Varise y cols, 2014 (97).

La materia organica reacciona con el NaOCl dependiendo de la cantidad de NaOCI

y materia organica siendo el efecto disolvente del NaOCl inmediato y continto al menos

durante una hora (45, 78). En los primeros minutos se tiene la mayor disolucion de

tejido cuando este se sumerge en una solucion (78). Luego, esa disolucién es mas lenta

llegando a agotar la solucion si hay gran cantidad de materia organica sumergida (92). El

cloro residual que queda después de disolver el tejido es directamente proporcional a la

concentracion inicial de NaOCl (58).
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d. Factores que afectan a su capacidad de disolucién.
d.1. Concentracion.

El NaOCI se usa en endodoncia en concentraciones que varian entre 0,5-6% (3,

53) y no hay consenso sobre su concentracion ideal.

La concentracion de las soluciones comerciales de NaOCI indican el porcentaje
del contenido de cloro libre (65) aunque hay que verificarlo antes de realizar un estudio
sobre disolucion de tejido porque en algunos estudios como por ejemplo, el de Clarkson
y cols (76), todas las soluciones de NaOCl poseian un porcentaje de cloro libre mas alto

del que indicaba el fabricante: el 4% NaOCI presentaba 4,66 y el 1% NaOCl, 1,56.

La capacidad de disolucién del NaOCl es directamente proporcional a su
concentracion: a mayor concentracion, mayor capacidad de disolucion de tejido
organico; pero también mayor toxicidad (25, 53, 54, 56, 58, 67, 72, 73, 79, 80, 83, 86, 87,
93-95, 102). Sin embargo, se ha demostrado que si se emplean soluciones con
concentraciones mas bajas en grandes volimenes pueden ser igual de efectivas (92,

103). Lo mismo ocurre al elevar la temperatura de las soluciones (47).

Otros autores (45, 55) en cambio no observaron mayor efectividad a mayor
concentracion. Trepagnier y cols (45) observaron diferencias a los 5 minutos de accién
entre 5,25% y 0,5% de NaOCI, pero no entre 5,25% y 2,5%. Estos resultados se deben
posiblemente a que se empled el método indirecto de la hidroxiprolina, que representa
la cantidad de colageno disuelto en la solucién, para determinar su eficacia al irrigar
dientes humanos. Los resultados de Gordon y cols (55) también mostraron que el 3% y

5% NaOCl eran igual de efectivos en disolver tejido vital y necrotico.

Parece ser que la concentracion del NaOCl es un factor importante en la
capacidad de disolucién cuando su pH se encuentra entre 9-12, pero no a pH 6. A pH

entre 9y 12, la concentracion de 5,25% NaOCl es la que mas tejido disuelve (87).

A mayor concentraciéon existe una mayor velocidad de disolucidn,
disminuyéndose el tiempo para conseguir la disolucion completa (23, 58, 76) y una
mayor reducciéon de la tension superficial del NaOCl después de la disolucion del tejido,
debido posiblemente a que existe mayor cantidad de hidroxido de sodio que al actuar

con los acidos grasos produce detergente, reduciendo la tension superficial (58).
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Okino y cols (23) determinaron la velocidad de disolucion de tres
concentraciones diferentes de NaOCI (0,5%, 1% y 2,5%) siendo de 0,31, 0,43 y 0,55
mg/min, respectivamente. Rossi-Fedele y cols (62) obtuvieron resultados similares para
una concentraciéon del 0,5% NaOCl, observando una velocidad de dilucién de 0,396
mg/min. Hand (93) sugirié que esta concentracion era ineficaz para disolver tejido
conectivo necrético de rata al sumergirlo durante 7 minutos, pero Rossi-Fedele y cols
(62) observaron la disolucién completa de 13 mg de tejido pulpar bovino sumergido en
1,5 ml de esta solucién a los 34 minutos. En cambio, en el estudio de Beltz y cols (59) no
se encontraron diferencias en la capacidad de disoluciéon de tejido pulpar bovino
(aproximadamente 90%) entre 5,25% y 2,6% NaOCl a las 2 horas, debido quizas a que
utilizaban tejido liofilizado, es decir, completamente deshidratado y pulverizado. En
cambio, Couto de Oliveira y cols (25) encontraron que un 5,25% NaOCl disolvié a los 30
minutos casi el 98% de tejido a diferencia del 2,5% NaOCl que en ese mismo tiempo sé6lo
disolvio el 20%. Clarkson y cols (76) obtuvieron la disolucién de tejido pulpar porcino
(< 2,5 mm) con 1% NaOClI con o sin surfactante a los 23 minutos mientras que con una

concentracion mas alta del 4%, el tiempo disminuyd casi a la mitad, a los 10 minutos.

Por tanto, como regla general se puede decir que a mayor concentraciéon de

NaOCl, mayor disolucién y mayor velocidad de disolucidn.

Se ha observado también que la dilucion del NaOCl afecta negativamente a su

capacidad antimicrobiana (104).

d.2. Tiempo de actuacion y renovacion de la solucion.

Aunque no hay acuerdo entre todos los autores, se ha encontrado en general que
a mayor tiempo de exposicion del tejido al NaOCl, hay mayor disolucién de tejido
organico (24, 56, 72, 83, 87, 94). De Almeida y cols (73) vieron que la disoluciéon de
tejido fue mayor a los 15 minutos que a los 5, aunque no encontraron diferencias
significativas entre los 15 y 30 minutos cuando sumergieron tejido pulpar bovino en 2
ml de soluciéon de NaOCl. En el estudio de Gordon y cols (55) la cantidad de tejido
disuelto no cambi6 significativamente entre 5 y 10 minutos. Este hecho inesperado se
debe probablemente a que en estos estudios las soluciones no se renovaron. Hay que

tener en cuenta que cuando se sumerge el tejido en soluciones de NaOCl se produce una
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disolucion inmediata en los primeros 3-4 minutos, para continuar gradualmente hasta

que se consume todo el cloro libre de la solucién (56, 78), por lo que hay que tener

cuidado cuando se analiza el efecto de las soluciones sobre tejido sumergido sin

renovarlo puesto que se disminuye de forma considerable su capacidad de disolucion.

Por ello, el tiempo de disoluciéon de tejido es mayor cuando las soluciones no se

renuevan (24, 59, 86). Lo mismo ocurre cuando las soluciones estan diluidas (76).

Se ha demostrado que la capacidad de disoluciéon del NaOCl mejora con un

recambio continuo (53, 58, 80) (Tabla 3). A continuacidn, se exponen en la siguiente

tabla los estudios en los que la solucién fue refrescada o bien porque se sumergié el

tejido y fue renovada cada cierto tiempo o se realiz6 un flujo continuo o intermitente.

Tabla 3. Estudios de disolucién de tejido en los que se renueva la solucion.

Autores

Hasselgren y cols 1988 (85)

Soluciéon

0,5% NaOCl

Renovacion

Cada 30 minutos

Morgan y cols 1991 (57)

2,6% NaOCl

Cada 3 minutos

Spano y cols 2001 (58)

0,5%; 1%; 2,5%; 5% NaOCl

Flujo continuo

64 ml/min

Al-Jadaa y cols 2009 (63, 64)

2,5% NaOCl

Flujo intermitente

Entre activacion

Cobankara y cols 2010 (66)

5,25% NaOCl

Cada 2 minutos

Malentacca y cols 2012 (69)

5,25% NaOCl

Flujo
continuo/intermitente

10 ml/min

De-Deus y cols 2013 (50)

5,25% NaOCl

Flujo continuo

3 ml/min

Haapasalo y cols 2014 (80)

0,5%; 3%, 6% NaOCl

Flujo continuo

45 ml/min o 10 ml/min

Cullen y cols 2015 (53)

0,5%; 2%; 4,125%; 6%; 8,25%
NaOCl

Cada 6 minutos

Tartariy cols 2017 (84)

2,5% NaOCl, 5% NaOCI+EDTA

Cada 5 minutos

Estévez y cols 2017 (90)
Conde y cols 2017 (89)

6% NaOCly 17% EDTA

Flujo intermitente

6 ml/min
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Existen muchos estudios en los que el tejido se sumerge en la solucién y esta no
es renovada (24, 39, 67, 75-77, 91). Otros sumergen el tejido y la solucion es refrescada
cada cierto tiempo (39, 53, 57, 66, 85). Y en otros se dispensa el irrigante de forma
continua o intermitente alternando la instrumentacién o la activacion en el protocolo de

irrigacidn final como sucede en la practica clinica (44, 46, 50, 58, 63, 64, 69, 80, 89, 90).

Se debe emplear mas tiempo para asegurar una renovacion continua del NaOCl
en el protocolo de irrigaciéon final cuando el conducto ya esté completamente
conformado ya que se ha reducido el tiempo de instrumentacidn, el cloro libre del NaOCl
se agota mientras va disolviendo tejido y las soluciones diluidas son menos eficaces a

igual tiempo.
d.3. Temperatura.

Se ha observado en numerosos estudios que el aumento de la temperatura de las
soluciones de NaOCl incrementa su eficacia en la capacidad de disolucion de tejido (47,
56, 61, 79, 80, 82, 94, 95) y en la eliminaciéon de la parte organica de los restos
dentinarios (105). Sin embargo, las altas temperaturas afectan de forma negativa a su

estabilidad quimica (106).

A igual concentracidon de NaOCl, el aumento de temperatura a 45°C incrementa la
velocidad de disolucion del NaOCI, no asi en temperaturas mayores a 60°C ya que a esta

temperatura se alcanza una meseta en cuanto a la disolucidn de tejido (61) (Figura 10).
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Fig.10. Velocidad de disolucion de 4% NaOCI a diferentes temperaturas (C-20°C, T1-45°C, T2-60°C y T3-
75°C). Imagen tomada de Rossi-Fedele y cols, 2008 (61).
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Asimismo, algunos estudios han observado que el aumento de la temperatura

puede compensar concentraciones bajas del NaOCl, entre ellos:

- 2,6% NaOCl a 37°C fue igual de efectivo que 5,2% NaOCl a temperatura ambiente
(78).

- La capacidad de disolucion del 1% NaOCI a 45°C sobre el tejido pulpar humano
fue igual de eficaz que la del 5,25% NaOCl a 20°C. A la misma concentracién (1%)
fue mas efectiva la que se utiliz6 a mayor temperatura (60°C) (47).

- Se obtuvo el mismo rango de disoluciéon de matriz de coldgeno para el 5% NaOCl
a 20°C, 4% NaOCl a 20,8°C, 3% NaOCl a 23,5°C, 2% NaOCl a 26,9°Cy 1% NaOCl a
36°C cuando no se renovaron las soluciones y se utilizaron con agitaciéon continua

(107).

En cambio Nakamura y cols (56) demostraron que el 10% NaOCI a 37°C era mas
eficaz en disolver el tejido que las concentraciones del 5% y 2% a la misma temperatura
pero sin mostrar dichas concentraciones diferencias significativas a diferentes

temperaturas (4°C, 22°Cy 37°C).

Se ha observado también la degradaciéon que sufre el NaOCl calentado a 37°C
durante mucho tiempo (24 horas). Aunque el contenido de cloro libre se mantuvo
estable durante 4 horas, a las 24 horas se redujo segtin su concentracién: un 9,5% para
el NaOCI al 5% y el 4% para el NaOCI al 2,5%. Por este motivo, se recomienda no

calentarlo durante largos periodos de tiempo (78).

El estudio de Cunningham y Balekjian (78) es el unico que determind la
temperatura intraconducto in vivo, de entre 31 y 33,5°C, pero no especificaron la
metodologia seguida ya que este no era el objetivo de su investigacion. Recientemente,
de Hemptinne y cols (108) midieron in vivo la temperatura de las soluciones dentro del
conducto durante el tratamiento de conductos comprobando las diferencias de las
temperaturas entre las soluciones inyectadas a temperatura ambiente o precalentadas.
Las soluciones precalentadas presentaron un rapido descenso de la temperatura por lo
que cuestionan el precalentamiento de concentraciones bajas de NaOCI. En contraste, las
concentraciones de NaOCl inyectadas a temperatura ambiente aumentaron su

temperatura (15°C) debido a la temperatura corporal siendo en este estudio la
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temperatura media intraconducto algo superior (35,1°C+1°C) a la que obtuvieron los

autores anteriores (78).
d.4. pH.

El pH de la solucion de NaOCl influye en sus efectos bioldgicos; es decir, en su
capacidad de disolucién y su efecto antimicrobiano. A mayor pH, mayor disolucién de
tejido (87) pero si se reduce el pH entre 6 y 7,5, aumenta su eficacia antimicrobiana

disminuyendo su capacidad de disolucién (109).

La forma del cloro libre de la soluciéon de NaOCl depende de su pH (como ya se
vio anteriormente). A temperatura ambiente, el pKa del 4cido hipocloroso es 7,5. Con lo

que a ese pH hay la misma cantidad de HOCl y OCI- en la solucién de NaOCl (Figura 11).
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Fig.11. Representacion grafica de la forma del cloro libre en funcién del pH del NaOCl tomada de Baker,

1959 (110).

En soluciones alcalinas (pH mayor de 7,5), predomina el ién hipoclorito, que
tiene un alto poder oxidativo y tiene mayor poder de disolucion que el acido
hipocloroso. Ademas, la solucién es mas estable y tiene una vida tutil mayor porque sufre
una pérdida de cloro libre mas lenta (3, 110). En cambio, el acido hipocloroso es mas
abundante en soluciones acidas (3<pH<7,5) y tiene mayor poder antimicrobiano (80-
100 veces mayor que el idn hipoclorito) probablemente porque la molécula es mas
pequeifia y puede penetrar facilmente en la membrana bacteriana (87, 88, 109, 111). Al
bajar el pH a 4-5, una cantidad de HOCI disminuye y aumenta el cloro gas, que es

inestable por su volatilidad (112).
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Se ha propuesto como pH ideal 6 para una éptima desinfeccidon porque presenta
una concentracién adecuada de HOCI; a pH 7, el 78% de cloro libre es HOCl y a pH 8,
desciende al 26% (109). Se ha demostrado un incremento en la capacidad
antimicrobiana contra el Enterococcus faecalis en conductos radiculares infectados

artificialmente cuando se baja el pH del 4,2% NaOCla 6,5y 7,5 (113).

Las soluciones de NaOCl comerciales inalteradas tienen un pH alcalino entre 11,5
y 12,5, dependiendo de su concentracién, que desciende en contacto con el tejido (88). A
veces, los fabricantes afiaden hidroxido de sodio (soluciones modificadas) para
aumentar su vida util, pero esto puede disminuir la capacidad de disolucion por lo que
no se recomienda hacer la neutralizaciéon en soluciones demasiado &cidas y con
concentraciones bajas (65). En el estudio de Camps y cols (65) donde se compararon dos
concentraciones iguales de NaOCI al 2,5% modificada y no modificada presentaron la
misma eficacia en la disolucién de tejido pulpar bovino en los primeros 5 minutos con
una pérdida de peso del 31% en la neutralizada y del 40 % en la no modificada; pero
esta era mas efectiva después porque su pérdida de cloro libre era mas lenta a lo largo
del tiempo siendo la solucion modificada la que presentdé mayor capacidad
antibacteriana. A diferencia de Jungbluth y cols (88), el pH de las soluciones se mantuvo

estable durante 20 minutos a pesar de la presencia de la pulpa.

En el estudio de Jungbluth y cols (88) observaron que el 5% NaOCI estabilizado
con una base neutra como el hidréxido de sodio (NaOH) disolvié significativamente mas
tejido (mucosa de paladar porcino) que su estdndar con el mismo contenido de cloro
libre y su pH se mantenia constante, mientras que el de la solucién de NaOCl estandar
descendia de 12,5 a 7,9. Esto puede ser debido a que el paso de OCl- a HOCI fue
contrarrestado al afiadir NaOH (alcalino) a la solucidn. Sin embargo, parece que tenia un
efecto negativo sobre la dentina puesto que se obtuvieron valores en el médulo de
elasticidad y en la resistencia flexural mas bajos, aunque las diferencias no fueron

significativas.

A pH 12 y 9 existen diferencias significativas entre la capacidad de disolucién del
5,25% y 2,6% NaOCl, disolviendo mas tejido la mayor concentraciéon de NaOCl mientras
que cuando desciende el pH a 6, no hay diferencias en la disolucién de tejido entre las

dos concentraciones. A igual concentraciéon de NaOCl (5,25%) pero distinto pH, no
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existen entre pH 12 y 9 diferencias significativas en la disolucién de tejido, pero si a pH

6, siendo la disolucién de tejido menor y necesitando de mas tiempo (87).

En el estudio de Zehnder y cols (86), donde se estudiaba la capacidad de
disoluciéon de soluciones de NaOCI tamponadas o no sobre la mucosa de paladar porcino,
se observé que el pH de las soluciones no tamponadas de 0,5%NaOClI caia de 12 a 10,5
después de 120 min de disolucién de tejido. Mientras que el pH de las soluciones
tamponadas 0,5% NaOCl y del 2,5% NaOCl no tamponada se mantenia estable. Parece
que no tiene ningin beneficio estabilizar el pH de las soluciones de NaOCl con

bicarbonato de sodio en la disolucion de tejido segin el método de Dakin (86).

El pH inicial de las soluciones de NaOCl disminuye después de disolver el tejido
debido a la interacciéon del NaOH y acido hipocloroso con la materia organica por la
reaccion de saponificacion y neutralizacion siendo la reduccién del pH inversamente

proporcional a la concentracion del NaOCI (58).

Por tanto, hay que tener en cuenta el pH de la soluciéon de hipoclorito y la
presencia en su formula de cloruro de sodio como también de carbonatos e iones clorato
ya que el contenido de NaClO3 es importante porque es registrado como cloro activo en
el método de titracion yodométrica, sin tener capacidad de disolver tejido (114). Por
tanto, cuando se usa este método, el contenido de clorato en las soluciones de
hipoclorito produciria una medida falsa del contenido de cloro activo para la disolucion

de tejido y su efectividad antibacteriana.
d.5. Tension superficial y surfactantes.

El NaOCl tiene una alta tensidn superficial (48,90 mJ/m?) (115, 116) que limita su
poder de penetracion en las irregularidades del sistema de conductos (72, 79). Por eso
algunos fabricantes afiaden a las soluciones desinfectantes surfactantes o detergentes
para disminuir su tension superficial y aumentar su humectabilidad permitiendo una

mejor penetracion en los tibulos dentinarios y mejorando su efecto antibacteriano (117,

118).

En cuanto a la capacidad de disolucién, Cameron (119) en 1986 mostr6 por
primera vez que afiadir un surfactante al NaOCl mejoraba su capacidad para disolver la

materia organica, pero estos resultados difieren dependiendo de los estudios.
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En los estudios de Clarkson y cols (76), Jungbluth y cols (68), De Deus y cols (50)
y Niewierowski y cols (74) el surfactante no mejoro6 la capacidad de disolucién de tejido
del NaOCl a diferencia de Stojicic y cols (79), de Almeida y cols (72), Clarkson y cols en
un estudio anterior (120), Estévez y cols (90) o Pefia y cols (91). Esto puede deberse a la
variacion del contenido de cloro activo y de clorato de sodio (NaClO3), pH de la solucién,
tipo y cantidad de surfactante, tiempo de exposicion, tejido a disolver y tipo de

dispensacion del irrigante.

En el estudio de Almeida y cols (72) la combinacién del hipoclorito de sodio con
surfactantes (cetrimida y propilenglicol) increment6 la capacidad de disolucidn de tejido
pulpar bovino. Para ello, sumergieron muestras de tejido pulpar bovino de 45 mg en 2
ml de solucion de NaOCI con o sin surfactante durante 5, 15 y 30 minutos y se calcul6 el
porcentaje de pérdida de peso a lo largo del tiempo. Lo mismo ocurri6 en el estudio de
Stojicic y cols (79) o Clarkson y cols (120) donde el NaOCI con surfactante disolvié mas
tejido pulpar porcino que sin surfactante a la misma concentracién. En cambio, hay
otros autores que observaron que el surfactante no mejoraba la disolucion de tejido
pulpar humano del NaOCI en dientes extraidos vitales con conductos ovales mediante
cortes histolégicos en la zona apical (50), de diferentes tipos de hipoclorito de uso

doméstico y de uso endoddntico sobre tejido pulpar bovino (68) o porcino (76).

Recientemente, Estévez y cols (90) observaron que la incorporacion de
surfactante a la soluciéon del 6% NaOCl aument6 la disoluciéon de tejido de mucosa
porcina (3-6 mg) en ranuras artificiales simuladas en el interior de conductos
radiculares previamente instrumentados. Estas diferencias con respecto al estudio De-
Deus y cols (50) se deben a la metodologia ya que Estévez y cols (90) emplearon menor
cantidad de volumen de solucién y tiempo de exposicion puesto que sdlo estudiaban la
capacidad de disolucién del protocolo de irrigacién final ya que previamente tuvieron
que instrumentar los conductos de dientes humanos unirradiculares para introducir el
tejido de mucosa palatina en las ranuras confeccionadas. Con lo que en el estudio de De-
Deus y cols (50) se podria haber compensado el efecto del surfactante con el volumen y

el tiempo empleado de la solucidn.

También Pefia y cols (91) mostraron que la mezcla del NaOCl con el Keratobacter,
que contiene 29% de acido glicdlico y surfactantes, entre los que destaca el cloruro de

benzalconio, mejoraba la capacidad de disolucién del NaOCI.
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Podemos concluir asi que la presencia de surfactante es controvertida a la hora

de mejorar la capacidad de disolucion del NaOCIl.

En cuanto al cloro libre de este tipo de soluciones se ha observado que su pérdida
es mas rapida en presencia de surfactante y la solucién es mas inestable. En cambio, los
cambios de pH y viscosidad que se producen en estas soluciones son menores a
diferencia de la tension superficial que disminuye de manera significativa. Ademas, hay
un descenso de dicho cloro libre a lo largo del tiempo de almacenaje, siendo inicialmente

de forma rapida y luego, mas gradual (117).

En el estudio de Spané y cols (58) se midio la tension superficial de las soluciones
de NaOCl antes y después de la disoluciéon del tejido pulpar bovino mediante flujo
continuo y concluyeron que existia una relaciéon directamente proporcional entre la
reduccidn de la tensién superficial y la concentracion. Las soluciones mas concentradas

presentaban menor tensién superficial en la solucion final.
d.6. Tipo de NaOCl y condiciones de almacenamiento.

Para que el NaOCI tenga una vida util adecuada es necesario un almacenamiento

correcto.

En primer lugar hay que tener en cuenta que en las soluciones de NaOCl tienen
unas concentraciones sumamente variables, que no aparecen especificamente
detalladas en la etiqueta, y son menos fiables que las soluciones comercializadas para
uso endoddntico porque su contenido de cloro libre es impredecible (121). Ademas, las
concentraciones altas de NaOCl (5,25%) son mas estables a lo largo de tiempo,
habiéndose sugerido una estabilidad de entre un mes o mes y medio (77, 88) a
diferencia de las soluciones diluidas (2,6% y 1%), las cuales disminuyen su capacidad de
disolucién a partir de la segunda semana (77). Por este motivo, si se emplean soluciones
diluidas, la dilucién deberia realizarse en el momento de su uso. En el estudio de van der
Waal y cols (121) no encontraron esas diferencias en la estabilidad segun su
concentracion, logrando un almacenamiento estable durante 5 meses con una reduccién

del cloro libre del 5%.
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Varios autores han observado que tanto la temperatura, el tiempo como las
condiciones del lugar de almacenamiento afectan a la estabilidad del NaOCl en funcién

de la concentracidn y pH. Entre ellos:

Piskin and Turkun (122) observaron que las soluciones domésticas de 5% NaOCl
almacenadas a 24°C presentaban significativamente mayores pérdidas de cloro libre que
aquellas domésticas que se almacenaron a 4°C, con las que no hubo diferencias entre las
concentraciones del 5% y 0,5%. Todas sufrieron una degradacién muy lenta a lo largo
del tiempo (200 dias) excepto las soluciones del 5% NaOCl a 24°C, en las que ademas la

degradacién era mayor cuando el pH de las soluciones descendia.

Pécora y cols (123) evaluaron la temperatura, tiempo y forma de
almacenamiento de soluciones de 5% NaOCl observando que la forma de
almacenamiento de las soluciones afectaba a su degradacion, por lo que recomendaron
protegerlas de la exposicion de la luz. Al igual que otros autores (117, 122), coinciden

que la pérdida de cloro libre era directamente proporcional al tiempo de conservacion.

En el estudio de Pécora y cols (123) la solucién se mantuvo estable 30 dias;
también en el estudio de Gambarini y cols (106), para luego ir disminuyendo hasta los
510 dias. Pero ambos estudios discrepan en cuanto a las condiciones de temperatura.
Pécora y cols (123) concluyeron que la pérdida de cloro libre era independiente de la
temperatura (en su caso, temperatura ambiente o refrigerado a 9°C) y Gambarini y cols
(106) no observaron diferencias significativas si las soluciones de NaOCI eran o no
calentadas a 50°C en cuanto a contenido de cloro libre, densidad y pH; aunque sufrieron
una degradaciéon minima y gradual con el tiempo y una media de pérdida de cloro libre
menor al 1%. Las soluciones se mostraron estables una vez abiertas las botellas y
mantenidas a temperatura ambiente durante 30 dias; por lo que, segiin este estudio,
calentar el NaOCl a 50°C no tendria efecto sobre su estabilidad. A su vez, el pH descendid
gradualmente a lo largo del tiempo por la pérdida de cloro y la densidad tendi6 a
aumentar. En cambio, Cunningham y cols (78) reportaron un deterioro en las soluciones
calentadas a 37°C a las 24 horas y en el estudio de Sirtes y cols (47) las soluciones de
diferentes concentraciones de NaOCl (1%, 2,62 y 5,25%) se mantuvieron estables con el
100% de contenido de cloro libre a diferentes temperaturas (20°C, 45°C y 60°C) durante

60 minutos.
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Camps y cols (65) valoraron la vida util de la solucién del 2,5% NaOCI
neutralizada con hidréxido de sodio a pH 7,3 a lo largo del tiempo y encontraron un
descenso del porcentaje del cloro libre, situdndose al 93% en una hora, 72% después de
2 horas, 52% alas 3 horas y 29% a las 4 horas. El pH también sufrié un descenso del 7,3
al 4,9 después de 5 horas. El autor aconseja usarlo dentro de las dos primeras horas,

aunque puede ser compensado con la renovacion de la solucion.

Johnson y cols (77) recomendaban en su estudio emplear soluciones frescas y

bien conservadas en botes opacos bien cerrados y a temperaturas no demasiado altas.
d.7. Dispensacion y activacion del irrigante.

Los irrigantes son generalmente dispensados mediante presion positiva (aguja
conectada a una jeringa) en el interior del conducto; sin embargo, esta dispensacion
tiene sus limitaciones en cuanto a la penetracion del irrigante a lo largo del conducto y
en sentido transversal, a través de los tibulos dentinarios y a la presion ejercida en el
interior del conducto (124). Al estar el diente rodeado por ligamento periodontal se
comporta como un sistema cerrado dando lugar al atrapamiento de aire, o vapor lock, en

el tercio apical (125) (Figura 12).

Fig.12. (A) Presencia de vapor lock al dispensar el irrigante con presién positiva en dientes
transparentizados. (B) Penetracién del irrigante en los conductos laterales gracias a la activacién

ultrasénica (125). Fotos cedidas por el Dr. César de Gregorio.
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Por ello y para que la irrigacion sea mas efectiva se ha recomendado activar el
irrigante con diferentes sistemas cuando se ha terminado la preparacién mecanica del

sistema de conductos radiculares.

En general, la activacién del NaOCl mejora su capacidad de disolucién (63, 64, 70,
71,74,79, 82, 89, 90, 92, 126) y el efecto de la agitacién mecanica depende tanto de la
frecuencia como de la intensidad de la activaciéon (92). Aunque la activacién del irrigante
no es objeto de esta tesis doctoral, es necesario referir ciertos conocimientos aceptados
por la literatura cientifica para el entendimiento completo de su efecto sobre la
capacidad de disolucion del NaOCIl. Entre los métodos mas destacados figuran: la

agitacion dindmica manual con cono de gutapercha, y la activacién ultrasénica o sénica.

La agitacion dinamica manual consiste en el movimiento vertical de un cono de
gutapercha (3,3 Hz, 100 movimientos/30 segundos) ajustado a la preparacién del
conducto que genera cambios de presion en el interior de él sin afectar las paredes

dentinarias (127).

La activacion ultrasdnica ejerce por un lado un efecto fisico sobre el irrigante,
ya que el flujo de la solucion se dirige en diferentes direcciones como resultado de la
transmision acustica (acoustic streaming) y la cavitacion, y un efecto quimico al
aumentar la temperatura del irrigante (128). Esta activacion ultrasénica se considera
pasiva porque la punta ultrasénica que oscila a 25-30 kHz no instrumenta las paredes

del conducto (128).

La activacion sénica trabaja a una frecuencia menor (1-6 kHz) que la activacion
ultrasonica pero la vibracion de la punta de polimero (10.000 ciclos por minuto) y los
movimientos de entrada y salida del conducto generan un efecto hidrodinamico sobre el

irrigante (127).

Alternativamente, ha surgido también otra forma de dispensar, no de activar, el
irrigante en el interior del conducto para solventar los inconvenientes de la presion
positiva (124), como es el sistema de presion negativa, Endovac® (Kerr Dental), que
favorece la penetracion longitudinal del irrigante a lo largo del conducto alcanzando el
tercio apical sin extrusién apical, evitando el vapor lock y permitiendo un flujo constante
del irrigante logrando una renovacién continua de este y aumentando el volumen total

del irrigante utilizado (129) (Figura 13).
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Fig.13. Penetracion longitudinal del irrigante a lo largo del conducto en diente transparentizado mediante

sistema de presién negativa Endovac® (129). Fotos cedidas por el Dr. César de Gregorio.

Existen también otros sistemas menos extendidos como el laser Er-YAG, la
activacion fotoacustica inducida por fotones (PIPS), la activacién microeléctrica y el
sistema Multisonic Ultracleaning® (Gentle Wave, Sonendo Inc, Laguna Hills, CA) que

parecen mejorar la capacidad de disolucién del NaOCI (71, 80-82, 130).

3.2.2. Agentes disolventes de tejido inorganico: quelantes.

a. Sustrato sobre el que actaan.

Mc Comb y Smith (131) demostraron en 1975 por primera vez la presencia del
barrillo dentinario o smear layer en raices instrumentadas. Se trata de una capa
amorfa irregular compuesta por predentina, dentina, restos pulpares, procesos
odontoblasticos, restos de irrigante y bacterias y productos metabdlicos; por tanto, de
materia orgdnica e inorganica (35, 131-133). El espesor de la capa superficial de barrillo
dentinario que tapiza los tibulos dentinarios oscila entre 1 y 5 um y el de la capa mas
profunda que penetra dentro de los tubulos dentinarios, entre 6 y 40 pm (132). Su
eliminacién permite una mejor desinfeccion de las paredes dentinarias en primer lugar
porque en esta capa de detritus pueden existir restos de bacterias, y en segundo porque
su eliminaciéon mejora la penetraciéon de los irrigantes y medicamentos. Ademas, su
eliminacién permite la mayor penetracion, adaptacién marginal y calidad del sellado de

los materiales de obturacién previniendo su microfiltracién y posterior recontaminacién
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(41, 133-135). Por tanto, su remocion antes de realizar la obturaciéon del sistema de
conductos radiculares favorece el éxito del tratamiento de conductos (41, 133-136) pero
hay que tener en cuenta que la eliminacidn del barrillo dentinario en el tercio apical es
limitada existiendo diferencias entre los quelantes que se empleen y cémo se dispensen

(137-139) (Figura 14).
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Fig.14. (A) Pared dentinaria recubierta por barrillo dentinario después de la instrumentacion. (B)

Eliminacién del barrillo dentinario con un agente quelante. Fotos cedidas por la Dra. Laura Rius.

b. Caracteristicas generales y mecanismos de accion.

Estas sustancias son usadas por su accién quelante sobre los iones calcio
presentes en los cristales de hidroxiapatita (Ca3(P04)s0H) modificando la proporcién
calcio/fosforo, siendo el principal componente inorganico de la dentina, pero también
pueden ser alterados otros elementos de su contenido mineral como el magnesio, sodio,
sulfuro, manganeso y zinc, lo que puede influir en las propiedades fisicas y mecanicas de

la dentina (140).

La eliminacién del barrillo dentinario se realiza con agentes quelantes, ya que el
NaOCl por si sélo no es capaz de eliminar el barrillo dentinario que se genera durante la

instrumentacidn (4, 35).

Al mismo tiempo, los agentes quelantes poseen una capacidad antimicrobiana
muy baja y no tienen capacidad para disolver la materia organica del barrillo dentinario,

solo la materia inorganica (136). Por ello, en la eliminacién del barrillo dentinario se
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emplea también NaOCl (4, 35). Ademas, el NaOCl como irrigante final degrada mas
rapidamente el coldgeno de la dentina que ha quedado expuesto tras la accion del agente
quelante, reduciéndose asi el namero de bacterias y biofilms que se adhieren a esa

dentina tratada (141).

c. Tipos de quelantes.

Los quelantes se pueden clasificar segiin su efecto descalcificante sobre la
dentina a lo largo del tiempo en quelantes fuertes o débiles. Nos centraremos en los que

hemos empleado en esta tesis doctoral.

c.1. Quelantes fuertes: EDTA.

Es el quelante endodéntico por excelencia dentro de los agentes fuertes.

El EDTA es un acido poliaminocarboxilico [CH2N(CH2CO2Hz)]2. Tiene afinidad por
iones metalicos como Ca2* presentes en los cristales de la hidroxiapatita, por lo que
elimina la parte inorganica del barrillo dentinario alterando las propiedades de la
dentina. Tiene un efecto autolimitante debido a la acificaciéon de la solucién. Esta
disminucién del pH de la solucidn es debida a que se producen a la vez una quelacion
(captacion de iones calcio) y una protonacion (liberacion de iones hidréogeno) (142).
Ademas, contribuye a la eliminaciéon de bacterias, aunque su poder antimicrobiano es
bajo (136) pero presenta como desventaja que no tiene capacidad de disolucion de
tejido (39, 54, 136, 143); aunque en el estudio de Beltz y cols (59), el EDTA disolvi6 el
51,5% de tejido pulpar bovino liofilizado y el 70% de dentina en 2 horas y a 379C. Esto

pudo ser debido al tipo de tejido empleado, que estaba deshidratado y liofilizado.

Realmente no se emplea el acido sino la sal del mismo. Esta sal del EDTA puede
presentarse segin su composicion quimica de diferentes formas: disédica (Na2EDTA),
trisddica (NazEDTA) y tetrasédica (NasEDTA), segin su pH. La forma tetrasddica del
EDTA (Na:EDTA) se considera un quelante débil porque necesita de mas tiempo para

eliminar el barrillo dentinario (144).
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El EDTA puede ser empleado de dos formas: liquido o en forma de pastas, en las
que se combina por ejemplo el EDTA con peréxido de urea (RC-Prep™) (136). En este
estudio, nos vamos a centrar en el EDTA liquido, que es el que se emplea generalmente
para la eliminacion del barrillo dentinario (3). El EDTA liquido es usado normalmente a
una concentracion del 17% durante 1-2 minutos y es capaz de desmineralizar unas 50

um (136).

c.2. Quelantes débiles: etidronato (HEBP).

Los agentes quelantes débiles como la sal tetrasddica del EDTA (Na4EDTA) y el
etidronato (HEBP) causan una desmineralizacién menor con pocas alteraciones en la
estructura dentinaria necesitando mas tiempo para eliminar el barrillo dentinario

(aproximadamente 5 minutos) (36, 84, 100, 144-146).

El acido etidroénico, etidronato o también denominado 1-hidroxietilideno-1,1-
bisfosfonato (HEBP o HEDP) se considera un acido débil no téxico con un pH de la sal
comprendido entre 10 y 12. Se usa para la desinfeccion del agua de las piscinas y se ha
incorporado en productos de uso en el hogar y el cuidado personal como en la
fabricacion de jabones y de forma sistémica. Ademas, es un fairmaco del grupo de los
bifosfonatos, que se emplea para el tratamiento de enfermedades sistémicas 6seas como

las neoplasias 0seas, la enfermedad de Paget y la osteoporosis (36, 147).

d. Factores que influyen en su accion.
d.1. Concentracion, tiempo de exposicion y volumen.

El volumen de quelante recomendado por conducto es variable (1, 3, 5 0 10 ml)
(3, 35, 36, 40, 140, 148-153) y el tiempo de exposicién es de entre 1-5 minutos
dependiendo del tipo de quelante (36, 140, 150, 154, 155). En general, a mayor
concentracion y tiempo de exposicion, mayor efecto sobre la composiciéon quimica de la
dentina aumentadndose la eliminacién de fosfatos, la exposiciéon de coldgeno y la
proporcion amida Ill/fosfato (144) y con todo ello, disminuyendo la resistencia a la

fractura de la dentina (40).

40



"Efecto del flujo controlado alternante de agentes quelantes Na,EDTA y Na,HEBP sobre la capacidad de disolucion del hipoclorito de sodio, NaOCl "

EDTA:

Nygaard-Ostby en 1957 (156) introdujo por primera vez el uso de los agentes
quelantes en endodoncia sugiriendo el uso de EDTA a una concentracion de 15% y pH
7,3 (sal disédica del EDTA). Pero el efecto decalcificante del EDTA depende también del
tiempo de aplicacion. Uzunoglu y cols (40) observaron que los dientes tratados con 10
ml de 5% EDTA durante 10 minutos seguido por 10 ml de 1% NaOCl durante 1 minuto
presentaban una resistencia a la fractura mayor que los tratados con 17% EDTA durante
el mismo tiempo. Para evitar la disminucién de la microdureza dentinaria, se
recomiendan concentraciones bajas de quelantes o menores tiempos de exposicion: 5%

EDTA durante 10 minutos o 17% EDTA durante 1 minuto (40).

Saito y cols (148) compararon diferentes tiempos de aplicacion (1 min, 30 segy
15 seg) del 17% EDTA (1ml) seguido por 3 ml de NaOCl, encontrando que el tiempo mas
eficaz para la eliminacién del barrillo dentinario era de 1 minuto. También De-Deus y
cols (145) observaron la eliminacién completa de barrillo dentinario al utilizar 17%
EDTA durante 1 minuto produciéndose en tiempos prolongados de 3-10 minutos
erosion de los tubulos dentinarios y reduccion de la microdureza de la dentina (100,
145, 150, 157). La eficacia del EDTA disminuye a lo largo del tiempo porque desciende

su pH y tiene un peor efecto desmineralizante en dentina esclerosada (137, 158).

En cuanto al volumen, Crumpton y cols (149) compararon diferentes volimenes
(1, 3y 10 ml) de 17% EDTA durante 1 minuto seguido por 3 ml de 5,25% NaOCI;
concluyendo que 1 ml de EDTA durante 1 minuto era tan efectivo como el resto de
volimenes para eliminar el barrillo dentinario. Por tanto, su efecto quelante es tiempo

dependiente pero no esta influido por el volumen.
HEBP:

En el caso del HEBP, se emplean dos concentraciones diferentes de la sal
tetrasodica del acido etidronico (NasHEBP): 18% y 9%. Tartari y cols (159) mostraron
pequefios cambios en la superficie cuando se empleaba una concentraciéon del 9% HEBP
durante 5 minutos después del tratamiento con NaOCl, lo que confirma su efecto débil
sobre la dentina. Yadav y cols (153) observaron que la concentracién del 18% HEBP fue
mas eficaz que la concentracion del 9% HEBP en la eliminacién del barrillo dentinario en

todos los tercios del conducto radicular excepto en la zona apical. De-Deus y cols (145)
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vieron que ambas concentraciones (9% y 18%) necesitaban un tiempo de 5 minutos de
contacto directo con la superficie dentinaria para la eliminacién del barrillo dentinario.

Sin embargo, no hay estudios que analicen atin el volumen de HEBP necesario.
d.2. Tension superficial y surfactantes.

Aunque el EDTA tiene una tension superficial algo mas baja que el NaOCI (46,8
mJ/m?) (116, 160) se ha combinado este quelante con diferentes surfactantes catidénicos
(como la cetrimida) o aniénicos para disminuirla ain mas. Segiin Zehnder y cols (161) la
incorporacion de surfactantes a los agentes quelantes puede reducir su tension
superficial a la mitad. Sin embargo, se ha observado que no mejoran su capacidad para
eliminar el barrillo dentinario (161-164) debido probablemente a las propiedades
hidrofilicas de las paredes dentinarias cuando son preparadas durante la
instrumentacion. Por tanto, en el caso del EDTA y HEBP, la incorporacion de
surfactantes no mejora su eficacia en eliminar la materia inorganica del barrillo

dentinario (161-164).
d.3. Activacion.

La eficacia de estas soluciones aplicadas en el interior del conducto disminuye
significativamente de coronal a apical (146) aunque su activaciéon incrementa su
efectividad en la eliminacion del barrillo dentinario (138, 164-166) teniendo en cuenta

que se activa una cantidad de volumen de irrigante pequefia.

En cuanto a la activaciéon del EDTA, se ha observado que su activacién con
ultrasonidos durante 1 minuto a 2 mm de la longitud de trabajo seguido de NaOCl

mejora la eliminacion del barrillo dentinario en la zona apical (138, 164).

En cuanto al HEBP, no hay trabajos publicados que evalien el efecto de la
activacion del HEBP de forma aislada sobre el barrillo dentinario. En cambio, el efecto de
la activacion de este quelante combinado con el NaOCl aumenta la desinfeccidon

bacteriana de los tibulos dentinarios (167) y la disolucion de tejido organico (41).
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3.3. INTERACCIONES entre agentes disolventes de tejido organico e

inorganico.

Como hemos comentado anteriormente, el protocolo clinico convencional de
irrigacién combina diferentes irrigantes, ya que no se ha encontrado uno que por si solo
sea ideal. Se combina el NaOCl para disolver la materia organica y un quelante, en
nuestro caso EDTA o HEBP para eliminar el barrillo dentinario. Pero hay que tener en

cuenta que en estos casos pueden existir interacciones quimicas entre ellos.

Normalmente, los diferentes irrigantes endoddnticos entran en contacto unos con
otros dentro del sistema de conductos radiculares ya que no se suele lavar
cuidadosamente con una sustancia neutra ni aspirar y secar con puntas de papel entre
ellos (36, 168). Se ha descrito que la mezcla del NaOCI con otros irrigantes puede dar
lugar a una disminucién del pH, pérdida de cloro libre, liberacién de cloro gas y

formacién de subproductos (101).

A continuacidn, se describen las interacciones del EDTA y HEBP cuando son
mezclados con el NaOCl ya que estas pueden disminuir o potenciar su efecto, como
puede ser el caso de la disolucién de tejido organico (objeto de nuestro estudio),
capacidad antimicrobiana o la capacidad quelante del EDTA o HEBP y producir
precipitados toxicos adhiriéndose a las paredes de dentina dificultando el sellado de la

obturacion e incluso tifiendo la dentina.

3.3.1. NaOCI-EDTA.
a. Capacidad de disolucion.

La capacidad de disoluciéon de la combinacién del NaOCI con el EDTA va a estar
relacionada con el contenido de cloro libre (67). Aunque también se cree que pudiera
ser debido a la reduccién de los niveles de hidréxido de sodio (NaOH) que contribuyen,
aunque de forma menor que el cloro libre, a la disolucién de tejido porque se produce

una transferencia de iones de Na*al EDTA (67).
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Se ha observado que cuando se mezcla el EDTA con el NaOCl se inactiva la
capacidad de este ultimo para disolver materia organica porque se produce una pérdida
inmediata del cloro libre (36-39, 67, 145, 169, 170). Las formas disédica (NazEDTA) y
trisddica (NazEDTA) del EDTA interaccionan de forma rapida con el NaOCl cuando son
mezclados y dan lugar a una reaccién exotérmica debido a una neutralizacién acido-base
en la que el NaOCI reacciona con los grupos amino del EDTA produciendo cloraminas,

reduciendo el cloro libre y el pH y formando gas cloro (Cl2) (36, 37, 144, 169, 171).

Baumgartner e Ibay (171) en 1987 determinaron la cantidad de gas cloro
evaporado que se producia al combinar 5,25% NaOCI con otras soluciones irrigadoras
(3% perodxido de hidrogeno, 50% acido citrico y 15% EDTA). La cantidad de solucién de
cada irrigante que era afadida en el contenedor era de 15 ml en intervalos de 15 min
durante 2 horas hasta alcanzar un volumen de 240 ml. La evaporaciéon de cloro gas
conllevaba a una reduccién del cloro libre. En la combinacién de la mezcla del NaOCl con
el &cido citrico se producia significativamente mas cloro gas (3,5 ppm) que con la mezcla
del NaOCl con el EDTA (menor de 0,5 ppm). En cambio, no era detectado en la
combinacién NaOCl con peroéxido de hidrégeno y en el NaOCl aislado empleado como

control.

Por tanto, el EDTA tiene un efecto sustancial sobre el NaOCl al disminuir su
capacidad de disolver el tejido, pues disminuye entre un 80 y un 88% la cantidad de
cloro libre disponible (37, 38), habiendo llegado a describirse una disminuciéon de
incluso el 95% en un minuto (172). También, Tartari y cols en 2015 (39) observaron
esta inactivacion del NaOCI al mezclarlo con EDTA (5% NaOCl+17% EDTA) e intentar
disolver tejido muscular bovino sumergiéndolo en 15 ml de esta mezcla, produciéndose
incluso una ganancia de peso del tejido del 1%. También Irala y cols en 2010 (67)
evaluaron la capacidad de disolucion del tejido pulpar bovino (5 mm) sumergiéndolo en
diferentes soluciones mezcladas con diferentes concentraciones de NaOCl (1% y 2,5%) y
17% EDTA a diferentes proporciones sin renovarlas durante 48 horas observando que
el pH de la mezcla (en una relacion 1:1) disminuyé de 10 a 8, después de 48 horas. Esto
es mas evidente alin en la mezcla del NaOClI con el &cido citrico, en la que la reduccion de

cloro libre es completa al minuto de la mezcla (36).
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Cuando se combina el NaOCl con el EDTA en las mismas proporciones de
volumen, a mayor concentraciéon del NaOCl se produce una disoluciéon menor (73) y el
pH de la solucién resultante disminuye con el tiempo; pero el pH no cambia cuando el
volumen del EDTA es mayor que el del NaOCl (67). Asimismo, la formacién de burbujas
por la liberacion de gas cloro no se produce cuando la concentracién de NaOCl es muy

pequefia (0,16% NaOCl) pero si, a partir de una concentracion del 1% NaOCl (168).

Tartari y cols en 2017 (84) evaluaron las posibles interacciones de diferentes
tipos de sal del EDTA (tris6dica y tetrasddica) con NaOCl, concluyendo que la
interaccion depende del pH de la solucion y del tipo de sal de EDTA empleada. La sal
tetrasodica necesita mas tiempo para eliminar el barrillo dentinario (5 minutos), pero al
mezclarla con NaOCl, la reduccion del cloro libre es mas lenta y con ello, el NaOCl puede
disolver tejido; siendo la sal trisddica la que inactiva de forma inmediata al NaOCl
cuando son mezclados. En todos los casos, después de un dia se produce ausencia total

de cloro libre.

El pH de las mezclas del NaOCI con el Na4EDTA a diferentes concentraciones va
descendiendo a lo largo del tiempo siendo mas estable con la sal trisddica (84). Esto es
importante puesto que parece ser que la interaccion quimica entre el EDTA y NaOCl

depende del pH de la solucién y de la cantidad de iones de sodio que tenga el EDTA.

b. Capacidad antimicrobiana.

Hay que tener en cuenta si las dos soluciones al mezclarse mantienen la

efectividad antimicrobiana que poseen, en diferentes grados, de forma individual.

En cuanto al 2,5% NaOCl, este mantiene su efectividad antimicrobiana al
mezclarlo con la sal tetrasédica del EDTA a diferentes concentraciones (10% y 20%) con
o sin surfactante (en este caso, cetrimida) contra biofilms de Enterococcus faecalis en
bloques de dentina cuando estos se sumergieron en 100 pl de la solucién mezclada
durante 3 min, debido a que la reducciéon del cloro libre del NaOCl causada por el
Na;EDTA es muy pequeila, mostrando resultados similares a los obtenidos por el NaOCl

solo (173).
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En cuanto al 17% EDTA, este también mantiene su efectividad antimicrobiana
cuando es mezclado con el 1% NaOCl (37). En cambio, el Na4EDTA de forma aislado
mostro una eficacia antimicrobiana mas baja que el 2,5% NaOCl o la mezcla de este con

el Na4EDTA (173).

c. Capacidad quelante del EDTA.
El NaOCl no afecta a la accién quelante del EDTA (36, 37,172, 174-176).

Grawehr y cols en 2003 (37) observaron que al mezclar el 17% EDTA con 1%
NaOCl, la presencia de este tenia poco efecto en la capacidad de quelacién del EDTA

coincidiendo con los resultados obtenidos por Saquy y cols en 1994 (174).

También Grande y cols en 2006 (175) estudiaron mediante resonancia magnética
nuclear si las propiedades oxidantes del NaOCl inactivaban al EDTA. Estudiando las
interacciones quimicas de estas dos sustancias a lo largo del tiempo (1,5 min, 4,5 min, 7
min, 16 min, 25 min, 50 min, 80 min, 120 min) concluyeron que la reaccién entre NaOCl
y EDTA causaba la oxidacion de este ultimo, que conducia a su desactivacion progresiva,
pero de forma extremadamente lenta siendo incompleta incluso después de 120 min. Asi
demostraron, teniendo en cuenta las limitaciones de un estudio in vitro, que la irrigacion
final con NaOCI después de emplear el EDTA para la eliminacion del barrillo dentinario
no limitaba los efectos de quelacion de este en un periodo de tiempo clinico. La
degradacién del EDTA se debia a una reaccion de oxidacion que da lugar a unos
subproductos como son el acido glicoxilico y el acido etilendiaminotriacético, ambos

biocompatibles con los tejidos.

Recientemente, Biel y cols en 2017 (172) midieron la pérdida de la capacidad
quelante de calcio al mezclar 18% Na4EDTA con 5% NaOCl siendo del 13% al principio y
del 34% después de 60 min comparandolo con una soluciéon del EDTA mezclado con

agua.

Por tanto, el NaOCl tiene poco efecto negativo sobre el EDTA manteniendo este su
capacidad quelante. Aunque existe una degradacion del EDTA por oxidacién lenta pero

progresiva a lo largo del tiempo (36, 37, 175, 176).
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d. Formacion de subproductos y precipitados.

Una de las interacciones negativas de la combinacion de distintos irrigantes es la
posibilidad de la produccién de subproductos y precipitados que pueden interferir

posteriormente con el sellado de la obturacion de conductos o teiiir la dentina.

Grande y cols en 2015 (175) detectaron mediante resonancia magnética nuclear
que a partir de los 7 min de la mezcla del NaOCI al 1% con 17% EDTA se forman

subproductos.

Prado y cols en 2013 (168) no observaron la presencia de precipitado al mezclar
0,5 ml de diferentes concentraciones de NaOCl con 17% de EDTA en proporcién 1:1.
Recientemente, Krishnan y cols en 2017 (170) analizaron el cloro libre de 5,2% NaOCl
cuando se mezcl6 con diferentes irrigantes: 0,1% octenidina (OCT es un surfactante
cationico derivado de la piridina, que tiene capacidad antimicrobiana), SmearOff® (18%
EDTA + 1% CHX), 17% EDTA y CHX a diferentes concentraciones (0,2%, 2% y 5%) y
diferentes proporciones (90:10, 80:20, 50:50) mediante valoracion yodométrica y
observaron que pequefias cantidades de SmearOff® y EDTA reducian significativamente

el cloro libre del NaOCI con tal rapidez que no dio tiempo a formarse ningun precipitado.

3.3.2. NaOCI-HEBP.
a. Capacidad de disolucion del NaOCI.

A diferencia del EDTA, el HEBP parece no alterar la capacidad de disolucién de
tejido organico del NaOCl al mezclarse con él (39, 144) con lo que podria usarse su
combinaciéon (NaOCI+HEBP) como irrigante unico durante y después de la
instrumentacidén, previniendo asi la acumulacién de barrillo dentinario y disolviendo el
tejido organico e inorganico al mismo tiempo durante la instrumentacién, y en
consecuencia, reduciendo el tiempo de trabajo puesto que podria eliminarse la fase de

irrigacidn final o postconformacidon de los conductos radiculares (15, 36, 39, 144, 177).
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Al combinarse NaOCl y HEBP, se reducen el pH y el cloro libre del NaOCI de forma
lenta y progresiva a lo largo del tiempo después de una hora, dependiendo de las
proporciones, concentraciones y temperatura de la mezcla del NaOCl y HEBP (36, 172,
177, 178). Por ejemplo, se ha observado que la mezcla de 1% NaOCI con el 7% HEBP en
una proporcién 1:1 fue estable durante una hora; en 5:1 durante un dia y solamente en
una proporcion 1:5 se perdié el 50% del contenido de cloro libre tras 1 hora de la

mezcla (36).

Zollinger y cols en 2017 (178) estudiaron la interaccién quimica entre el NaOCl y
el Dual Rinse® (HEDP; Medcem, Weinfelden, Switzerland), que es HEBP comercializado
para uso endoddntico. Entre estas sustancias se produjo una reaccién de oxidacién-
reduccidén con pérdida de cloro libre, que dependia de la concentracién del NaOCl y de la
temperatura de la combinaciéon. A temperatura ambiente, cuando se empleé una
concentracion de 5% NaOCl la pérdida de cloro libre fue del 20% después de una hora,
mientras que si las concentraciones eran menores (2,5% y 1% NaOCl) esa misma
pérdida de cloro libre se producia mas tarde, manteniéndose relativamente estable a las
2 y 4 horas, respectivamente. En comparacion, las soluciones de NaOCI aisladas (5%,
2,5% y 1%) se mantuvieron estables durante 8 horas. Biel y cols en el mismo afio (172)
encontraron un 86% de cloro libre después de 1 hora y a temperatura ambiente cuando

se mezcld con una concentracion de NaOCl del 5,5%.

El aumento de la temperatura de la mezcla a 60°C caus6 una pérdida completa
del cloro libre a la hora. En cambio, si la mezcla se conservaba a una temperatura de 5°C,
se mantenia estable durante 7 dias, aunque el NaOCl era menos efectivo. Con el calor, el

HEBP se descompone en acido acético y fosfonico (178).

b. Capacidad antimicrobiana del NaOCl.

Se ha observado que el HEBP no interfiere en la capacidad antimicrobiana que
tiene el 2,5% NaOCl sobre los biofilms de Enterococcus faecalis ni en la desinfeccién de
los tubulos dentinarios, puesto que su incorporacién no caus6 una pérdida de cloro libre
importante en los primeros 60 minutos, manteniéndose estable después de 10 minutos,
disminuyendo al 2,41% después de 1 hora y al 1,77%, después de 2 horas, obteniéndose

resultados similares de pH (179, 180). En cambio, la presencia de polvo de dentina (100
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mg de polvo suspendido en 100 pl) disminuye significativamente la actividad
antimicrobiana contra biofilms de Enterococcus faecalis de la mezcla del 1% NaOCI con
HEBP. Asimismo, si la mezcla se realiza con 2,5% NaOCl no se afecta a los 3 minutos de

haberse sumergido las muestras (181).

Durante la investigaciéon reflejada en esta tesis doctoral no se ha encontrado
ningin estudio que analice la alteracion en la capacidad quelante del HEBP ni la

formacidn de precipitado que se producen durante la interaccion de HEBP y NaOCL

3.4. PROTOCOLOS de irrigacion: NaOCI-EDTA versus NaOCI-HEBP.

A la vista de lo anterior, para cumplir todos los objetivos de la irrigacién en un
tratamiento de conductos convencional es necesaria la combinacion de diferentes
irrigantes ya que no se ha encontrado uno que por si solo sea ideal. También existe
suficiente evidencia cientifica para que el irrigante de elecciéon encargado de disolver la
materia organica sea el NaOCI puesto que los agentes quelantes no tienen esa capacidad.
Sin embargo, como hemos observado a lo largo de la introduccién, no existe un quelante

perfecto para la eliminacion del barrillo dentinario (3, 39).

Si analizamos los estudios que comparan el EDTA y el HEBP para decidir cual
seria el mas conveniente encontramos ventajas e inconvenientes de ambos. Asi, los
estudios que comparan ambas combinaciones de irrigantes encuentran las siguientes

diferencias entre el uso combinado de NaOCl con EDTA o con HEPB:

3.4.1. En cuanto a la alteracion de la capacidad de disolucion del NaOCI.

Tartari y cols (39) estudiaron la influencia del EDTA y HEBP sobre la capacidad
de disolucion del NaOCl cuando eran mezclados en las mismas proporciones, viendo que
los agentes quelantes influyeron en la capacidad de disoluciéon del NaOCl; el EDTA lo
inactivo sin producir pérdida de peso del tejido muscular bovino cuando fue sumergido
en la mezcla y el HEBP disminuy6 ligeramente esta capacidad sin mostrar diferencias

significativas a los 5 minutos, pero sialos 10 y 15 minutos.
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Girard y cols (177) analizaron las interacciones que podian existir al mezclar 1%
NaOCl con un gel acuoso de HEBP (2% alginato, 3% aerosil, 10% Tween 80 y 18%
HEBP) comparandolo con la mezcla con dos pastas quelantes de EDTA (RC Prep® y
Glyde®). Para analizar el cloro libre realizaron una valoraciéon yodométrica a los 5 min y
a la hora y una espectroscopia puesto que cuando hay dos agentes oxidantes, la primera
prueba no es capaz de discernirlos. El gel con HEBP mostraba poca interferencia sobre el
cloro libre y solo ocasioné un ligero descenso del cloro libre después de 1 hora,
detectandose el 90 % del cloro libre inicial; mientras que la pastas de EDTA eliminaron

completamente el cloro libre a los 5 minutos.

Biel y cols (172) estudiaron la disolucién maxima de los dos quelantes EDTA y
HEBP en agua a temperatura ambiente y su efecto sobre el cloro libre inicial del NaOCl
(1% y 5%) durante 1, 10, 20, 30 y 60 min, empleando la valoraciéon iodométrica y el
efecto del NaOCl sobre la capacidad descalcificante de los dos quelantes. Los dos
quelantes se disolvieron en NaOCl en un minuto. La disolucion maxima del HEBP en
agua fue de un 44,6% y de un 38,2% para el EDTA. El 18% Na4HEBP al mezclarse con
5% NaOCI en proporcién 1:1 causé una reduccion del 16% del cloro libre inicial en 1
hora. 9% NasHEBP caus6 una reduccién ligeramente menor, del 14%. Cuando se
mezclaron las dos concentraciones de HEBP con 1% NaOCl], las diferencias en el cloro
fueron mayores (28% y 13%, respectivamente). En cambio, la reduccién provocada por
18% NasEDTA fue inmediata, del 95% en un minuto al mezclarse con 5% NaOCl
(disminuye el pH y se produce un aumento de temperatura) y del 27% al mezclarse con
1% NaOCl (sin disminucién pH ni cambio de temperatura). Concentraciones mas bajas
de EDTA (3%) y NaOCl (1%) hacen que la mezcla sea mas estable, manteniéndose el
87% de cloro libre inicial en 30 minutos, mostrando cierta compatibilidad con NaOCI a
bajas concentraciones y durante un periodo de tiempo corto. Sin embargo, al disminuir
la concentracion de NaOCI se necesitaria mas tiempo para disolver el tejido. 5% NaOCI
redujo la capacidad descalcificante del HEBP en un 24% después de 1 hora y la del

EDTA, en un 34% manteniendo atn asi su capacidad quelante.

Esta aceptado que los agentes quelantes fuertes, como la sal disédica y trisddica
del EDTA (Na2EDTA o NazEDTA), se empleen para eliminar el barrillo dentinario al final
de la instrumentacion del sistema de conductos radiculares en un protocolo de

irrigaciéon final, para no interferir durante la instrumentacién con la capacidad de
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disolucion que tiene el NaOCl porque al mezclarse se reduce drasticamente el cloro libre
(36, 37, 39, 84, 144, 145, 171). O bien utilizar una solucién pre-mezclada de NaOCI con
HEBP cuya reduccion del cloro libre oscila entre el 10-28% en la primera hora (172,

177).
3.4.2. Efecto antimicrobiano.

En cuanto al efecto antimicrobiano de los protocolos de irrigacion final se ha
observado que el NaOCl después del EDTA (3% NaOCl-17% EDTA-3% NaOCl) o
mezclado con el HEBP (6% NaOCI + 18% HEBP) obtuvieron los mejores resultados en
cuanto a la eliminacién de biofilms de E. faecalis consiguiendo a 200 um una reducciéon
completa de bacterias (182). Esto conlleva a que la quelacion final o continua durante la
instrumentaciéon permite una mejor penetracién del NaOCl en los tibulos dentinarios

favoreciendo la reduccion de la carga microbiana (36).
3.4.3. Uso de quelantes durante la instrumentacion.

Cada vez esta mas claro que el uso de quelantes durante la instrumentacién no
incrementa el transporte del conducto; es decir, la desviaciéon no deseada de la forma
original del conducto (183-185) siendo aceptada una desviacion de hasta 0,10 mm (186)
y existiendo una mayor tendencia de esta hacia la cara externa de la curvatura (184,

187).

Aunque Bramante y cols en 2000 (188) aconsejaron posponer el uso del EDTA en
solucioén al final de la instrumentacién porque se producian desviaciones apicales, hay
que tener en cuenta que en su estudio se valoro6 el transporte apical del conducto con la
superposicion de imagenes radiograficas y se emplearon limas manuales de NiTi.
Ademas, no se especifico ni la concentracidn, ni el volumen ni el tiempo de actuacién del
agente quelante. En los estudios mas actuales (183, 185) se observa que el EDTA no
incrementa de forma significativa el transporte apical cuando se emplea de forma
aislada con limas rotatorias de Ni-Ti y se valora este parametro con metodologias mas
validas como el UCT o CBCT. En ellos, ni siquiera se observan cambios en la longitud de

trabajo (183).

Tampoco se observaron diferencias significativas durante la instrumentacién

rotatoria cuando se asocié NaOCl con quelantes, ya fuera de forma alternante con EDTA
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o mezclado con HEBP, aunque este ultimo mostré un mayor transporte apical en la
superposicion de radiografias digitales previas y postoperatorias (184). Esta diferencia
pudo deberse a que el tiempo de contacto del HEBP es mayor que del EDTA, aunque sea
un quelante débil y/o a la desproteinizacion del NaOCI aunque esté mezclado con el
quelante. Pero no se ha estudiado que es lo que ocurriria si el HEBP se emplease como el

EDTA de forma alternante con el NaOCl.
3.4.4. Capacidad quelante.

Como se ha mencionado anteriormente en esta tesis doctoral, el EDTA es un
quelante fuerte y el HEBP es un quelante débil. En consecuencia, se ha observado que la
capacidad quelante del HEBP es tres veces menor que la del EDTA (36); necesitando el

HEBP mas tiempo (5min) para eliminar el barrillo dentinario (145).

El estudio de De-Deus y cols (145), que sugiere que el tiempo de accion sea de 5
minutos, aplica los quelantes (HEBP y EDTA) en la superficie horizontal de dentina
(discos de dentina), con lo que difiere de la situacién clinica puesto que la disposicion de
los tubulos dentinarios es diferente a la que presenta la dentina longitudinalmente en el
conducto radicular (Figura 15). [gualmente, otros autores (152, 153) obtuvieron peores
resultados en la eliminaciéon del barrillo dentinario con HEBP que con 17% EDTA.
Unicamente un estudio, el de Ulusoy y cols (41), observ6 una mayor eficacia del HEBP a
ambas concentraciones (18% y 9%) que el EDTA en la eliminacion del barrillo
dentinario presente en el tercio apical de conductos radiculares, pero no encontraron
diferencias significativas ni en tercio coronal ni medio coincidiendo con el estudio de

Kuravilla y cols (2015) al comparar el 17% EDTA con el 18% HEBP.

17% EDTA

Fig.15. Eliminacion de barrillo dentinario aplicando EDTA y HEBP a la superficie horizontal de un disco de

dentina. Imagen tomada de De-Deus y cols, 2008 (145).
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La accion quelante del HEBP depende de su concentracion observandose que el

20% HEBP elimina la misma cantidad de iones calcio que el 17% EDTA (36, 153, 189).

Lottanti y cols (100) observaron que la combinacién mezclada de 2% NaOCI con
18% HEBP empleada durante y después de la instrumentacién tenia similares
resultados en cuanto a la eliminacién del barrillo dentinario en el tercio medio y apical
que cuando se irrigaba con NaOCl durante la instrumentacién y después, se irrigaba con
EDTA durante 3 min pero a diferencia de este, no causaba descalcificacion de las
paredes dentinarias. En cuanto a su accién quelante eliminé mayor cantidad de barrillo
dentinario en la zona apical independientemente de su concentraciéon con respecto al
17% EDTA, aunque no present6 diferencias significativas en los tercios cervical y medio

del conducto radicular.
3.4.5. Microdureza de la dentina.

La microdureza intrinseca de la dentina viene determinada por el grado de
mineralizacion de la dentina y de la cantidad de hidroxiapatita en la zona intertubular
(163). Los quelantes reducen la microdureza dentinaria porque alteran el contenido

mineral de la dentina (140).

El EDTA disminuye la microdureza dentinaria (140, 155, 190-193) hasta una
profundidad de 500 pum (157), dependiendo de su concentracién y del tiempo de
exposicién, con lo que se podria paliar este efecto empleando concentraciones mas bajas
y tiempos mas cortos (150, 192, 194, 195). En cambio, se ha observado que el empleo
del HEBP puede reducir la acumulaciéon de restos dentinarios sin disminuir tanto la
microdureza de la dentina como el EDTA (196). El 18% HEBP afecta al contenido
mineral de forma similar que el 17% EDTA en cuanto al calcio, fésforo, potasio,
magnesio, sodio, manganesio y zinc se refiere, existiendo sélo diferencias significativas
entre ellos en el contenido de sulfuro (140, 161). Igualmente, la incorporaciéon de
surfactantes tanto en el EDTA como en el HEBP no alteraron de forma significativa la

microdureza dentinaria (161, 163).
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3.4.6. Influencia en la obturacion posterior del sistema de conductos

radiculares.

La utilizacion de los diferentes agentes quelantes puede también tener efecto en
la obturacién posterior del sistema de conductos en cuanto a la fuerza de adhesién y

adaptacion marginal de los materiales empleados se refiere.
a. En cuanto a la fuerza de adhesion:

No se observaron diferencias significativas en la fuerza de adhesién de la
obturacion realizada con gutapercha y cemento sellador AHPlus mediante técnica de
condensacion lateral tras la irrigacion mediante NaOCl a una concentracién de 5,25%
combinado con el 17% EDTA o el 18% HEBP sin mezclar (197). En cambio, cuando se
realiz6 una irrigacidén inicial con una concentracién menor del 1,3% NaOCI durante 20
minutos seguida de irrigacion final con 17% EDTA durante 1 minuto o 18% HEBP o
MTAD durante 5 minutos, el EDTA permitié una mayor fuerza de uniéon del cemento de

resina epéxica AHPlus® con la dentina, seguido del HEBP (198).

Sin embargo, la quelacién continua con la mezcla del 5% NaOCIl y 18% HEBP
durante la instrumentaciéon seguido de una irrigacion final con 17% EDTA mostr6 una
mayor fuerza de adhesién del cemento AHPlus® que cuando se utilizé un protocolo de
irrigacion convencional (2,5% NaOCl durante la instrumentacién y 17% EDTA en la
irrigacidn final) o cuando se utilizé unicamente 2,5% NaOCl (167). De hecho, este ultimo
grupo mostré los peores resultados debido probablemente a la presencia de barrillo
dentinario y la falta de exposicion del colageno. Ademas, se observd como la fuerza de
adhesion del cemento iba disminuyendo corono-apicalmente debido a la presencia de
tubulos mas esclerosados en el tercio apical (167). Contrariamente a los estudios
anteriores, Tuncel y cols (199) observaron que la irrigacion final con cualquiera de los
dos quelantes (EDTA y HEBP) no mejoraba significativamente la fuerza de unién ni del

AHPlus® ni de cementos de silicato de calcio como iRootSP® con la dentina radicular.
b. En cuanto a la adaptacion marginal:

Ulusoy y cols (41) evaluaron la adaptacién marginal de la gutapercha y cemento
AHPlus® aplicando la técnica de condensacién de onda continua sobre las paredes

dentinarias previamente tratadas con diferentes quelantes (EDTA, HEBP y acido

54



"Efecto del flujo controlado alternante de agentes quelantes Na,EDTA y Na,HEBP sobre la capacidad de disolucion del hipoclorito de sodio, NaOCl "

peracético) durante la fase de irrigacion final con un volumen de 2,5 ml, dispensados
con aguja 30 G, durante 1 minuto. El grupo tratado con 18% HEBP fue el que mostr6 una
mejor adaptacion marginal de la obturaciéon. También se observo mejor calidad de
adhesion del material de obturacion resilon/epiphany® cuando se utiliz6 HEBP que

cuando se empled EDTA, MTAD y NaOCl (200).
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4. JUSTIFICACION
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A la vista de la evidencia cientifica planteada en esta introduccion parece légico

plantear dos alternativas diferentes como posibles protocolos de irrigacion:

1.- Irrigar con NaOCl durante toda la instrumentacién para disolver el tejido
pulpar y reducir la carga microbiana, asumiendo la acumulacién de restos dentinarios
en las paredes dentinarias y en zonas inaccesibles para ser estos eliminados con el
protocolo de irrigacion final con un quelante fuerte como la sal dis6dica o trisoédica del
EDTA seguido del NaOCl para eliminar el colageno expuesto por la accidon del EDTA y
favorecer asi la penetracién del NaOCl en los tibulos dentinarios ya que este no inactiva
las propiedades quelantes del EDTA aunque existe una degradacién pero no es

inmediata.

2.- Tanto el HEBP como la sal tetrasddica del EDTA podrian mezclarse durante la
instrumentaciéon con el NaOCl para combinar la eliminacién del barrillo dentinario que
se produce y la disolucion del tejido pulpar y reducciéon microbiana aunque necesitasen
de mas tiempo para eliminar el barrillo dentinario al tratarse de quelantes débiles y
disminuyesen ligeramente la capacidad de disolucién del tejido pero podria
compensarse con una continua renovacion de las soluciones con una irrigacion de flujo

continuo controlado, sin que hiciese falta un protocolo de irrigacion final especial.

Sin embargo, podria existir la opciéon de emplear la sal trisédica o disodica del
EDTA sin mezclarse con el NaOCl irrigando durante la instrumentaciéon de forma

alternante, que es como se utilizan los irrigantes en la clinica.

De hecho, Pérez-Heredia y cols (4) estudiaron la forma alternante de dispensar el
NaOCl con varios quelantes, entre los que se encontraba el 15% EDTA, para ver su
efectividad en la eliminacion del barrillo dentinario generado durante la
instrumentacion manual y rotatoria, sin realizar protocolo de irrigacion final. Se aplicé
primero, 5 ml de 2,5% NaOCl seguido de la lima y después, 5 ml de quelante y asi
sucesivamente repitiéndose la misma secuencia hasta el final de la instrumentacion
tanto manual como rotatoria con Protaper® Universal (Dentsply Maillefer, Ballaigues,
Switzerland). Se observé que el uso del NaOCI con diferentes quelantes era efectivo en la
eliminacion del barrillo dentinario sin mostrar diferencias en cuanto a las técnicas de

instrumentacidén y sin accidentes de transporte apical en la preparacidn.
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Es decir, la forma alternante de dispensar el NaOCI con un agente quelante ha
sido estudiada para ver su efectividad en cuanto a la eliminacién del barrillo dentinario
durante la instrumentacion (4, 184) pero no existen estudios en los que se haya
investigado el efecto alternante del NaOCIl y un quelante (ni EDTA, ni HEBP) sobre la
capacidad de disolucion del NaOCI en tejido pulpar controlando el flujo de la irrigacidn,
s6lo existen sumergiendo otro tipo de tejido (muscular bovino) en las soluciones
mezcladas (39). Es posible que tanto la renovacion de los irrigantes, como su flujo
continuo y alternante pudieran afectar a los resultados obtenidos en los estudios
previos, en los que se analiza la capacidad de disoluciéon de los dos irrigantes
imprescindibles durante el tratamiento de conductos, NaOCl y quelante, sumergiendo el
tejido en soluciones premezcladas. Ademas, el empleo de un flujo continuo de irrigante
que permite el recambio de soluciones como proponemos en este estudio y la
dispensacion de los distintos irrigantes de forma independiente y alternante simula una
situacion mas préxima a la clinica y con ello, se daria una respuesta a las necesidades
actuales de busqueda de una combinacidn de irrigantes que posean a la vez la capacidad
de disolver la materia organica e inorganica mientras se estan instrumentando los
conductos, para obtener una mejor limpieza y desinfecciéon y una menor acumulacién de
restos dentinarios con la menor afectacidon posible de la dentina radicular en cuanto a

dureza y rugosidad.
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

La hip6tesis nula (HO) de este estudio in vitro es que el 17% Na;EDTA y Na4,HEBP
a diferentes concentraciones (18% y 9%) empleados de forma alternante mediante flujo
controlado no interfieren en la capacidad de disolucién de tejido pulpar bovino del 3%

NaOCl.

5.1. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar los efectos de la combinacidon del 3% NaOCI con diferentes irrigantes
quelantes 17% Naz:EDTA y NasHEBP a dos concentraciones diferentes (18% y 9%),
cuando se emplean en un protocolo de irrigaciéon con un flujo continuo y controlado de

1ml/min sobre la disolucion del tejido pulpar bovino.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

5.2.1. Comparar la capacidad de disolucion de NaOCl cuando se utiliza aislado y
en combinacién con sustancias quelantes: 17% Na2EDTA o Na4HEBP (18% y 9%),

administradas de forma alternante con flujo controlado.

5.2.2. Analizar los cambios del contenido de cloro libre en las diferentes

soluciones de NaOCI que se producen durante la disolucion del tejido pulpar bovino.

5.2.3. Cuantificar los cambios de pH en las diferentes soluciones que se producen

durante la disolucion del tejido pulpar bovino con respecto a las soluciones iniciales.

5.2.4. Confirmar si se produce un precipitado y/o una reaccién exotérmica al

mezclar el NaOCl con el agente quelante (Na;EDTA o Na;HEBP).
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6. MATERIALES Y METODOS
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Se trata de un estudio experimental in vitro en el que se busca demostrar una
hipétesis causal entre las soluciones y su capacidad de disolucién cuando se emplean de
forma combinada alternante sobre tejido pulpar bovino en un intervalo breve de tiempo

alos 2,5y 10 minutos.
6.1. PREPARACION DEL TEJIDO PULPAR BOVINO.

Se seleccionaron 10 bovinos cuya edad estuviese comprendida entre 30 y 70
meses por presentar los dientes con apice completamente formado y poseer un
conducto radicular amplio con una pulpa de dimensiones adecuadas. Se observé que
teniendo el animal una edad mayor, la pulpa se reducia considerablemente y se

descartaron los dientes mas distales por el mismo motivo (Figura 16).

Fig.16. Quijada bovina con sus dientes anteroinferiores.

Se obtuvieron las mandibulas en el matadero de Leganés (Madrid), bajo
supervision de la veterinaria, después de su sacrificio. Se realizaron las extracciones de
los dientes incisivos inferiores (ya que no presentan incisivos superiores) con forceps
dentro de las primeras 48 horas tras su sacrificio para uso carnico y se conservaron en
0,1% de timol. Como este estudio no afect6 a la mortalidad ni al proceso de sacrificio del
ganado bovino no se consider6 un estudio animal que tuviese que pasar ningiin comité

ético.
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Una vez extraidos, la corona y el apice de los dientes fueron seccionados con un
microtomo con una hoja de corte de 0,2mm (0,2mm/D64, Leica Microsystem, Barcelona,
Espafa) y se extirpé cuidadosamente el tejido pulpar entero con ayuda de una sonda
periodontal y unas pinzas sin dientes para no lacerar el tejido. Las muestras de pulpa
entera se lavaron con agua destilada durante 30 segundos para eliminar los restos de
sangre. Se conservaron individualmente en microtubos eppendorf individuales de
centrifugacion de 1,5ml (Deltalab, SL, Barcelona, Espafia) debidamente identificados que
contenian 1 ml de agua destilada (100% humedad) y se congelaron a -209C hasta su uso

(Figura 17).

Fig.17. Obtencion del tejido pulpar bovino.

Antes de realizar el experimento, se mantuvieron los microtubos con el tejido a
temperatura ambiente durante 30 minutos para su descongelacién y posteriormente, se
colocaron en un bafio de agua caliente a 372C (Precisterm Selecta, Barcelona, Espafia)

durante 15 minutos para simular las condiciones clinicas.

Las muestras de tejido pulpar se estandarizaron en tamafio (1x3x10 mm). Para
ello, se eliminaron las partes mas coronal y méas apical usando una probeta realizada con
portas y papel milimetrado para controlar las dimensiones de grosor, anchura y longitud
y ayudados con un bisturi n?15 (Braun, Tuttlingen, Alemania). Todo el proceso de

estandarizacion se realiz6 bajo magnificacion (Lupas de aumento 3.8, ExamVision Akura
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Medical, NovaMed Concepts S.L., Madrid, Espafia). Las dimensiones fueron comprobadas

con un calibre Mitutoyo digital.

A continuacién, se secaron las muestras con papel absorbente durante 30
segundos y con la misma presién para eliminar el exceso de solucién en su superficie y
se pesaron tres veces en una balanza de precision hermética y electrénica (Sartorius AG,

Goettingen, Alemania) para estandarizar también su peso inicial, en mg (Figura 18).

Fig.18. Estandarizacion del tejido pulpar bovino en dimensiones.

6.2. GRUPOS Y SOLUCIONES.

Las muestras de la misma mandibula bovina se numeraron y distribuyeron
aleatoriamente y se asignaron a cada uno de los dos grupos controles (n=3 cada uno) y a
cada uno de los cuatro grupos experimentales (n=10 cada uno). Con ello se consiguié
que en todos los grupos experimentales hubiera una muestra de cada uno de los
animales con el fin de disminuir factores confundidores derivados de la diferencia
individual del tejido. Con el mismo objetivo, en los grupos controles se utilizaron 3
muestras de 3 animales diferentes seleccionadas al azar de entre los 10 asignados a cada

grupo control.
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Las soluciones utlizadas en este estudio fueron 6% NaOCl (CanalPro™ 6% NaOCl,
Colténe/Whaledent, GmbH & Co KG, Langenau, Alemania) para el grupo control positivo
(PC) y agua destilada para el grupo control negativo (NC). Como soluciones de los
grupos experimentales se emplearon: 3% NaOCl (CanalPro™ 3% NaOC],
Coltene/Whaledent, GmbH & Co KG, Langenau, Alemania), 17% Na;EDTA (CanalPro™
EDTA 17%, Coltéene/Whaledent, GmbH & Co KG, Langenau, Alemania) y 9% y 18%
NasHEBP (Cublen K8514GR; Zschimmer&Schwarz, Mohsdorf, Alemania).

Se obtuvieron asi 4 grupos (n=10 cada uno). Las soluciones empleadas en cada

grupo experimental y su forma de dispensacion fueron las siguientes: (Figura 19)
G1- Dispensacién continua del 3% NaOCL
G2- Dispensacién continua del 3% NaOCl y alternante del 17% NazEDTA.
G3- Dispensacién continua del 3% NaOCl y alternante del 18% NasHEBP.
G4- Dispensacion continua del 3% NaOCl y alternante del 9% NasHEBP.

Todas las soluciones de NaOCl y EDTA venian preparadas del fabricante y fueron
conservadas en botellas de plastico opacas y cerradas para protegerlas de la luz y a
temperatura ambiente siguiendo las instrucciones del fabricante (entre18-30°C) ya que
la luz y la temperatura influyen en su degradacion. Las soluciones de Na;HEBP fueron
preparadas inmediatamente antes de realizar el experimento. Para ello, se disolvieron
los granulos de la sal de HEBP en agua destilada, teniéndose en cuenta el porcentaje de

la sal activa (85%) (peso/volumen) para obtener las soluciones del 9% y 18% NasHEBP.

Pulpa bovina (n=46)

1x3x10 mm
31,9821,18 mg

’ Grupos controles I l Grupos experimentales I
| I
| Dispensacién continua l \ Dispensacion continua NaOCI / alternante quelante

| | |

G1 (n=10)
3% NaOCl

‘ Control negativo (NC) Control positivo (PC)
|  Suero salino (n=3) 6% NaOC! (n=3)

G4 (n=10)
3% NaOCl- 8% HEBP J

G3 (n=10)
3% NaCCl-18% HEBP

G2 (n=10)
3% NaOCK-17% EDTA

Fig.19. Distribucién de las muestras de tejido pulpar por grupos.
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6.3. METODO DE DISOLUCION DE TEJIDO.

Se introdujo cada muestra de tejido pulpar en un tubo de centrifugacién que
contenia un filtro en su interior (Ultrafree-MC-HV, Merck Millipore, Alemania), al que se
le habia quitado previamente la membrana porosa. Este tubo de centrifugacion se colocé
en un tubo de plastico de 50 ml (Cellstar® , Greiner Bio-one, VWR, Pensilvania) para
recolectar las soluciones aisladas de NaOCl y mezcladas de NaOCl con el agente quelante

segun grupo experimental.

El agua destilada en el grupo control negativo y el NaOCI en el grupo control
positivo y en todos los grupos experimentales fueron dispensados de forma continua
con una bomba (CADD-Prizm® VIP, modelo 6101, Smiths Medical ASD, Inc, Minnesota,
EE.UU) y una aguja de 9 mm de longitud y de calibre 24G bajo un flujo controlado
continuo de 1ml/min. Se decidi6 este flujo para evitar la sobresaturacion del filtro con la
solucidn irrigadora. Una segunda bomba dispens6 de forma alternante el Na2EDTA en
G2 o el Na4HEBP (18% NasHEBP en G3 y 9% NasHEBP en G4) cada 30 segundos con el
mismo flujo. Ambas agujas eran fijadas con cinta adhesiva en la tapa del tubo de plastico

(Figura 20).

Las bombas se pararon después de 2 minutos de la dispensacion de las
soluciones. Las muestras de tejido se lavaron con 2 ml de agua destilada durante 30
segundos para neutralizar los efectos de las diferentes soluciones, se secaron con papel
absorbente de nuevo como en la estandarizacion inicial (T0) y se volvieron a pesar para
valorar el tejido remanente después de estos 2 minutos (T2). Este mismo procedimiento

serealizo alos 5 (T5) y 10 (T10) minutos (Figura 21).

Con los pesos obtenidos, se calcul6 el porcentaje de tejido remanente en T2, TS5 y

T10 usando la siguiente formula: (100- [(peso inicial-peso final) /peso inicial)]*100).
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Fig.20. (A) Bomba de dispensacién. (B) Muestra de tejido pulpar bovino colocada en un tubo de
centrifugacién con un filtro interior al que previamente se le habia eliminado la membrana porosa que
posee para dejar pasar el irrigante. (C) Fijacion de las agujas al tapén del tubo de plastico donde se

recolectan las soluciones dispensadas.

Fig.21. (D y E) Medici6n del peso de tejido remanente en una balanza de precision inicial y alos 2,5y 10

minutos de su exposicion a las soluciones, previamente lavados y secados con papel absorbente.
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6.4. MEDICION DE CLORO LIBRE, pH Y TEMPERATURA.

Para determinar el cloro libre disponible de una solucién de NaOCl se utiliza la
valoracion yodométrica. Se trata de una valoracion volumétrica de oxidacién-reducciéon
(redox). Es un método analitico muy empleado para conocer la concentracién de una
sustancia que puede actuar como oxidante o reductor en una disolucién. Para ello, se
emplea un indicador redox, en este caso el almidén ya que uno de sus componentes, la
amilasa (polimero del aztcar) con el yodo forma un complejo azul intenso. El tiosulfato

sodico (NazS203) decolora las disoluciones de yodo formando tetrationato.

Se seleccionaron de forma aleatoria tres muestras de cada grupo para hacer la
valoraciéon iodométrica usando el método de yodo/tiosulfato (201) para determinar su

contenido en cloro libre y el pH en TO y T10.

La valoracién iodométrica se realizé en las soluciones de NaOCl (6% y 3% NaOCl)
en TO y en las soluciones recolectadas (6% NaOCl en el grupo control, 3% NaOCl en G1,
3% NaOCI + 17% Naz2EDTA en G2, 3% NaOCl + 18% NasHEBP en G3 y 3% NaOCl + 9%
NasHEBP en G4).

Reactivos empleados: (Figura 22)

- Acido acético glacial.

- loduro potédsico puro (exento de

iodato).

- Tiosulfato s6dico N/10 (tiosulfato
sédico pentahidratado 24,818 gy agua
destilada 1000 ml).

- Solucién de almidén (2,5 g en 250 ml

de agua destilada).

Fig.22. Reactivos necesarios para hacer la valoracién yodométrica de las soluciones que contienen NaOCI.
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Procedimiento:

En un matraz de Erlenmeyer de 250 ml colocado en una agitadora se afiadieron
100 ml de agua destilada, como base de dilucion de los reactivos afadidos. A
continuacidn, se afiadieron 5 ml de acido acético glacial, 1 g de ioduro potasico, 500pl o
1000 pl de dilucién de NaOCI dependiendo de su concentraciéon (6% o 3%), 300 pl de
solucién de almidén y se titulé con tiosulfato sédico colocado en una bureta hasta la
desaparicion del color azul intenso del almidén, volviéndose el contenido del matraz

transparente.
Se aplico la siguiente formula para calcular la cantidad de contenido de cloro:

(g/D= 0,355xNxV/V", siendo N= nimero de milimetros gastados de tiosulfato de
sodio que caen de la bureta y V/V’'=inversa de la disolucién de NaOCl, siendo para 6%

NaOCl, 20 y para el 3% NaOCl, 10.

También se determiné el pH inicial en TO de cada soluciéon (NaOCl, Na2EDTA y
Na4HEBP) y el pH final en T10 de las soluciones recolectadas (NaOCl y la mezcla del
NaOCl con el agente quelante) con un phimetro (MicropH 2001, CRISON, Hach Lange,
Spain, S.L.U.), el cual es un moderno phimetro de laboratorio controlado internamente
por un microprocesador y con un sistema autocalibrante, capaz de trabajar con

compensacion automatica de temperatura.

Se registro la temperatura final en tres muestras seleccionadas aleatoriamente de

las soluciones recolectadas (Figura 23).

Fig.23. Valoraciéon del pH y de la temperatura de las soluciones recolectadas.
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6.5. ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizé la estadistica descriptiva tanto para el porcentaje de tejido remanente
como para el resto de las variables (cloro libre, pH y temperatura) y se aplicé la
estadistica inferencial a los datos obtenidos empleando el paquete informatico SPSS

version 22.

Después de comprobar la distribuciéon normal de los datos, se aplico el test de
ANOVA de medidas repetidas para detectar la diferencia en el porcentaje de tejido
remanente a lo largo del tiempo y entre grupos aplicando la correcciéon de Greenhouse-
Geiser porque no se cumpli6 la condicién de esfericidad de los datos. Cuando el test de
ANOVA de medidas repetidas mostro diferencias significativas, se aplico el test post-hoc

de Tukey para determinar la localizacion de las diferencias estadisticas.
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7. RESULTADOS
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La media y las desviaciones estandar del porcentaje de tejido remanente a lo
largo del tiempo de cada grupo se pueden ver reflejadas en la Tabla 4 y Figura 26. La
media del peso inicial (T0) de las muestras de tejido pulpar bovino fue de 31,98 mg
(DE=1,18).

Tabla 4. Media y desviacion estandar del porcentaje de tejido remanente en los grupos control y

experimentales a lo largo del tiempo.

Inicial 2 min (T2) 5 min (T5) 10 min (T10)
NC: Agua destilada 100 98,3 (0,4) 111,1(5,1) 123,1(6,3)
PC: 6% NaOCI 100 13,2 (2,3) 0 0

G1: 3% NaOCI 49,6 (14,3) 12,24 (9,3)

G2: 3% NaOCl / 17% Na,EDTA 52,3 (7,8) 19,4 (6,8)

G3: 3% NaOCl / 18% Na,HEBP 58 (10,7) 18,5 (9,8)

G4: 3% NaOCl / 9% Na,HEBP 62,3 (7,9) 23,2 (8,1)

En el grupo control negativo (NC, agua destilada) no se observé disolucién de
tejido y hubo un aumento en el porcentaje de peso debido a la absorcién a lo largo del
tiempo. En el grupo control positivo (PC, 6% NaOCl) no quedé tejido remanente a los 5

minutos (T5).

En todos los grupos experimentales hubo una reduccién significativa en el
porcentaje de tejido remanente a lo largo del tiempo (p<0,001). No hubo diferencias
significativas en el porcentaje de pérdida de peso entre los grupos experimentales en
ninguno de los tiempos, excepto para G4 (3% NaOCl/9% Na4sHEBP) que mostré
significativamente mas cantidad de tejido remanente tanto en T2 como en T5 (p<0.001)
que G1 (3% NaOCl), aunque no existieron diferencias significativas con G2 (3% NaOCI-
17% Naz2EDTA) y G3 (3% NaOC/18% HEBP). En T10 no hubo diferencias significativas
entre los grupos experimentales; sin embargo, quedaron restos de tejido en G3
(m(DS)=1,4% (2,4)) y G4 (1,6% (2,3)); mientras que tanto en G1 como en G2 la

disolucion fue completa.
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Disolucion de tejido

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

—0—(G1 —O—G2

G3 —8—G4

Fig.24. Evolucidn grafica de la disolucién de tejido de los grupos experimentales.

En la Figura 24, se observa como la dispensacién de las soluciones de forma
controlada hace que la curva que describe la disolucion del tejido sea progresiva a lo
largo del tiempo, debido a que no hay una pérdida del cloro libre (ver Tabla 5) debido a

la renovacioén constante de la solucion.

La Tabla 5 muestra el porcentaje de cloro libre inicial de las soluciones aisladas

de NaOCl y final de las soluciones recolectadas ya mezcladas.

Tabla 5. Cloro libre de las diferentes soluciones que contenian NaOCI.

Cloro libre

Grupo Componentes % Inicial % Final % Remanente

PC 6% NaOCl 6,4 6,4 100
G1 3% NaOCl 3,9 3,8 97,4
G2 3% NaOCl 3,9 - -
3% NaOCl + 17% Naz:EDTA - 1,7 43,6
G3 3% NaOCl 3,6 - -
3% NaOCl + 18% Na,HEBP - 2,4 66,7
G4 3% NaOCl 3,6 - -
3% NaOCl + 9% Na,HEBP - 2,2 61,1

El cloro libre no cambi6 en las soluciones aisladas recolectadas en PC y G1. Sin
embargo, se observé una reduccion del cloro libre en las soluciones recolectadas

mezcladas (NaOCl con agente quelante) en T10. En el G2, la reduccidn del cloro libre fue
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del 54,4%, en el G3 del 33,3% y en el G4 del 38,9%. Tanto el Na2EDTA como el Na;HEBP

disminuyeron el cloro libre a los 10 minutos en las soluciones mezcladas con NaOCL.

La media y desviacion estandar del pH inicial de las soluciones aisladas y el pH
final y la temperatura final de las soluciones recolectadas se pueden ver reflejadas en la

Tabla 6.

Tabla 6. Temperatura final y pH inicial y final de los diferentes grupos.

Temperatura (°C) pH
Gruo Componentes Final (T10) Inicial (TO0) Final T10
PC 6% NaOCl (10 ml) 25 12,89 12,92
G1 3% NaOCl (10 ml) 25,33 (0,6) 12,81 12,77
3% NaOCl (10 ml) - 12,81 -
G2 17% NazEDTA (5ml) - 8,57 -
NaOCl + Na;EDTA (15ml) 35 - 9,47
3% NaOCl (10ml) - 12,81 -
G3 18% Na,HEBP (5ml) - 10,93 -
NaOCl + Na,HEBP (15ml) 26,67 (0,6) - 12,70
3% NaOCl (10 ml) - 12,81 -
G4 9% Na,HEBP (5ml) - 11,13 -
NaOCl + Na,HEBP (15ml) 27,33 (0,6) - 12,63

En la solucién recolectada mezclada en G2 (3% NaOCl + 17% Naz:EDTA) se
observoé una reduccion del pH inicial de la solucién de 3% NaOCl aislado, la presencia de
burbujas debido a la formacion de gas cloro y un aumento de la temperatura (35°C). Esta
reaccion exotérmica no se observd en el resto de los grupos. Ademas, el filtro que

contenia la muestra de tejido present6 un precipitado de la sal al final del experimento.
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8. DISCUSION
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En este estudio se ha valorado la capacidad de disolucion de la combinacién del
NaOCl con dos agentes quelantes sin ser previamente mezclados: Na2EDTA (sal disédica
del acido etilendiaminotetracético) y Na4sHEBP (sal tetrasddica del acido etidroénico)
mediante un flujo continuo controlado sobre tejido pulpar bovino. Se discutira el

método y los resultados por separado para facilitar la lectura de esta tesis doctoral.
8.1. DISCUSION DE MATERIALES Y METODOS.

Los aspectos mas relevantes cuando se compara el método empleado para la
realizacion de esta tesis doctoral con otros estudios publicados al respecto son los
relativos al tipo de tejido empleado y su estandarizacion, las soluciones irrigadoras
utilizadas y fundamentalmente el modelo de estudio mediante un flujo continuo y

controlado que se propone en esta tesis doctoral.

8.1.1. TIPO DE TEJIDO Y ESTANDARIZACION.

Aunque en la practica clinica el tejido a disolver es el tejido pulpar humano, los
trabajos de investigacion sobre capacidad de disolucion de irrigantes en Endodoncia han
empleado diferentes tipos de tejidos en cuanto a su origen (animal (23, 24, 26, 54-64,
66-69, 71-76, 78-95, 202) o humano (44-53, 77), localizacion (pulpa (23, 26, 44-55, 57-
64, 66-69, 71-75) , cordén umbilical (77), tendén (56, 78), encia (56), musculo (39, 79-
85, 87, 202), mucosa palatina (24, 37, 86, 88-91), higado (92) y subcutaneo o dérmico
(93-95) y estado (vital, necrotico, fijado con paraformaldehido, liofilizado, triturado o
mezclado) (55, 57, 59, 63, 86, 95) para evaluar la capacidad de disolucién de diversas
soluciones ya sea de forma aislada (23, 24, 26, 44-49, 53-56, 58-65, 69, 71, 75, 77-79,
81-83, 86-88, 93, 95, 107) o combinada mezclada (39, 67, 73, 84, 85, 202) o sin mezclar
(50, 89, 90).

La seleccidn de tejidos es de suma importancia en este tipo de estudios y afecta a
los resultados encontrados en ellos en cuanto a la capacidad de disoluciéon de los

irrigantes.
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A continuacién, se detallan los tipos de tejido que se han empleado en los

diferentes trabajos de investigacion sobre la capacidad de disolucién de irrigantes en

Endodoncia, siendo el mas utilizado el tejido pulpar bovino.

Tabla 7. Tipos de tejido para estudiar la capacidad de disolucién de diferentes soluciones.

TIPO

TEJIDO
PULPAR

ORIGEN

HUMANO

LOCALIZACION

Pulpa

AUTORES
Senia 1971 (44)
Trepagnier 1977 (45)
Rosenfeld 1978 (46)
Sirtes 2005 (47)
Ballal 2011 (48)
Singh 2012 (49)
De-Deus 2013 (50)
Slutzky-Golberg 2013 (51)
Taneja 2014 (52)
Cullen 2015 (53)

ANIMAL BOVINO

Pulpa

Koskinen 1980 (54)

Gordon 1981 (55)

Morgan 1991 (57)

Span6 2001 (58)

Beltz 2003 (59)

Okino 2004 (23)

Khademi 2007 (60)
Rossi-Fedele 2008, 13 (61) (62)
Al-Jadaa 2009 (63) (64)
Cobankara 2010 (66)

Irala 2010 (67)

Jungbluth 2012 (68)
Malentacca 2012 (69)
Guneser 2015 (71)

Arslan 2015 (26)

De Almeida 2013, 15 (72) (73)
Niewierowski 2015 (74)
Tanomaru-Filho 2015 (75)

PORCINO

Pulpa

Clarkson 2012 (76)

OTROS
TEJIDOS NO PULPARES

HUMANO

Cordén umbilical

Johnson 1993 (77)

BOVINO

Tendoén

Cunningham 1980 (78)
Nakamura 1985 (56)

Encia

Nakamura 1985 (56)

Musculo

Stojicic 2010 (79)

Haapasalo 2014 (80)

Ertugrul 2014,15 (81) (82)
Tartari 2015,6,7 (39) (83) (84)
Tejada 2018 (203)

ANIMAL
PORCINO

Musculo

Hasselgren 1988 (85)
Christensen 2008 (87)

Mucosa

Zehnder 2002 (86)
Grawher 2003 (37)
Naenni 2004 (24)
Jungbluth 2011 (88)
Conde 2017 (89)
Estévez 2017 (90)
Pefia 2018 (91)

CONEJO

Higado

Moorer 1982 (92)

RATA

Subcutaneo

Hand 1978 (93)
Thé 1979 (94)
Abou-Rass 1981 (95)
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En cuanto a su origen ademas del tejido pulpar humano (44-53), se han
empleado tejidos pulpares bovino (23, 26, 54-69, 71-75) y porcino (76, 120), asi como
otro tipo de tejidos no pulpares de origen humano (77) y animal bovino (39, 56, 78-

84, 203), porcino (24, 37, 85-91), conejo (92) y rata (93-95).

En funcion de la localizacion del tejido empleado se ha observado que la mucosa
porcina (24, 86, 88) y la encia bovina (56), al ser un tejido denso epitelializado con alto
contenido de fibras conectivas, se disuelven peor que la pulpa, requiriendo incluso el
triple de tiempo de actuacion del NaOCl que cuando se emplea tejido pulpar para una

misma proporcion masa/liquido (24, 86, 88).

Sin embargo, si consideramos el estado del tejido, no se encontraron diferencias
significativas entre tejido vital o necrético en pulpa bovina (55) o mucosa palatina
porcina (86). Sin embargo, cuando se ha utilizado tejido conectivo de rata se ha
observado que el tejido fresco se disuelve mas rapidamente, seguido del necrotico y por

ultimo, el tejido ya fijado (95).

También se ha propuesto como sustrato organico la matriz de colageno, que se

disuelve de forma similar al tejido pulpar bovino (107) y el tejido pulpar liofilizado (59).

En esta tesis doctoral se utilizaron dientes de origen bovino para la obtencién
del tejido pulpar ya que presentan mayores similitudes con los dientes humanos que
otras especies (ovina y porcina) en cuanto a composicion quimica se refiere (204).
Morfolégicamente, la dentina bovina presenta mayor niumero de tibulos y difiere en la
densidad de los mismos, pero su diametro en todos los tercios radiculares es parecido
tanto en dientes permanentes como deciduos (205, 206). El uso de dientes bovinos
parece por tanto adecuado para este tipo de estudios, aunque se ha visto que no es buen
sustituto para otros, como es el caso de estudios que analizan contaminacién de
endotoxinas (207). Se utilizaron como alternativa a dientes humanos, ya que el uso de
dientes humanos presenta ciertas limitaciones en cuanto a la obtencién de una muestra
suficiente, de calidad y homogénea, puesto que es dificil controlar su procedencia, la
edad dentaria y su estandarizacion. Ademas, los dientes bovinos han sido empleados
ampliamente en diferentes estudios cientificos dentales debido a su disponibilidad,

tamafio, composicién uniforme, ausencia de caries y aspectos éticos (204, 205).
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Aunque no hay que descartar que entre los dientes humanos y bovinos existen
diferencias en su mofologia, composicién quimica y sus propiedades fisicas y que los

resultados de una revision con respecto al tema no fueron consistentes (208).

En cuanto a tejido pulpar se refiere, al comparar el tejido pulpar humano con el
bovino, el primero presenté un mayor contenido organico (siendo mayor en tejido vital
que necroético) y el tejido pulpar bovino una mayor proporcién de colageno (no
observandose diferencias entre tejido vital y necrotico). Las evidencias tanto cualitativas
como cuantitativas del estudio de extraccion de componentes organicos de ambos
tejidos de Salas y cols en 2011 (43) validaron el modelo bovino para investigaciones
endodoénticas (Tabla 8). Ademas, el tamafio de la pulpa humana de un diente individual

no hubiera permitido la realizacion del estudio.

Tabla 8. Parametros quimico-organicos evaluados en extractos de pulpa dental humana y bovina

tanto vital como necrética tomados de Salas y cols, 2011 (43).

Proteinas totales Hidroxiprolina Azicares totales
Extracto (x+DE) (x+DE) (x+DE)
mg/dL mg/mL mg/mg mg/dL mg/mL pg/mg mg/dL mg/mL mg/mg
extracto tejido extracto tejido extracto tejido
Humana 670,4 1,67 0,033 0,70 0,0017 0,035+ 45,03 0,1126 0,0022
vital +0,11 +0,15 +0,001 +0,05 +0,0005 0,0021 +0,011 +0,035 +0,0003
Humana 380,5 0,90 0,025 0,60 0,0015 0,021+ 40,07 0,1010 0,0012
necrética +0,33 +0,09 +0,005 +0,08 +0,0001 0,0015 +0,021 +0,028 +0,0005
Bovina 390,2 0,97 0,023 0,48 0,0012 0,023+ 9,04 0,0226 0,0005
vital 0,41 +0,13 +0,002 +0,11 +0,0008 0,0016 +0,009 +0,061 +0,0001
Bovina 395,1 0,99 0,024 0,51 0,0012 0,028+ 7,01 0,0189 0,0005
necrética +0,86 +0,10 +0,001 +0,09 +0,0003 0,0022 +0,007 +0,039 +0,0001

Otro aspecto importante en ese apartado es lo referente a la conservacion y

estandarizacion del tejido a emplear.

- Conservacion de dientes extraidos:

En la literatura cientifica se han descrito diferentes métodos y sustancias para su
desinfeccion y conservaciéon: 70% etanol (45), 10% formalina (46, 50), 0,1% timol (12,
13, 36, 88, 90, 209), 0,5% cloramina T (53), agua destilada con 0,2% azida sodica (41,
48) y 0,9% solucién salina (47, 58). En nuestro estudio los dientes bovinos extraidos se

conservaron en timol 0,1%.
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- Obtencion del tejido pulpar:
Para la obtencién del tejido pulpar independientemente del origen del mismo, se
puede partir longitudinalmente el diente por la mitad (2, 23, 47, 48, 53, 59, 61, 67) o
cortar la corona y/o el dpice para extirpar el tejido pulpar con una lima o con la ayuda de
unas pinzas sin dientes para no lacerarlo (26, 58, 72, 73) o de forma mas rudimentaria
machacando la raiz envolviendo al diente con un dique de goma (76). En nuestro
estudio, los dientes bovinos se cortaron por la corona y el 4pice mediante microtomo

para facilitar la obtencion del tejido pulpar.

- Conservacion de la pulpa extirpada:

Los diferentes estudios proponen distintos métodos para preservar el tejido
hasta su uso, ya sea mediante congelacién con nitrégeno liquido para poder cortar el
tejido en pequefios fragmentos, pero puede afectar a su solubilidad (63, 64), en seco
entre -16 y -27°2C (24, 57, 73, 89, 90) o al 100% humedad (79, 81, 82); otros lo

mantienen también al 100% de humedad pero en nevera (48, 67, 85).

En nuestro estudio, el tejido pulpar se conservé congelado hasta 6 meses a -202C
al 100% de humedad hasta su uso. Después se descongelaron las muestras a
temperatura ambiente durante 30 minutos como hicieron otros autores (24, 26, 47, 73).
Algunos autores (89, 90) que los congelaron en seco, a la hora de descongelarlos les

afiadieron 0,5 ml de suero salino.

- Estandarizacion de la muestra de tejido pulpar bovino:

En la literatura cientifica se han sugerido diferentes formas de estandarizacion.
Algunos autores han triturado previamente el tejido (54), liofilizado (59) o mezclado
(57, 66, 71). Otros autores han preferido estandarizar las dimensiones y/o peso del

tejido pulpar original (23, 25, 26, 54-58, 60, 61, 65, 67, 71-73).

En nuestro estudio, se utilizaron pulpas enteras a diferencia de otros autores (57,
63, 66, 70, 71) que hicieron una masa homogénea mezclando diferentes pulpas para
randomizar la muestra y que no hubiese diferencias entre ellas. Ademas, todas las
dimensiones fueron estandarizadas (longitud, anchura y espesor) al igual que el peso a

diferencia de otros estudios (Tabla 9).
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Tabla 9. Proporcion peso/volumen del tejido a disolver en soluciones.

Hand 1978 (93) Tejido conectivo rata 74 mg 1ml /10mg
Abou-Rass 1981 (95) Tejido conectivo rata - 2mmx<JJ 8 mm 30 ml
Morgan 1981 (57) Tejido pulpar bovino 90 mg - 11,25 ml
Hasselgren 1988 (85) Musculo porcino 20 mg 2x1x1 mm 20 ml
Johnson 1993 (77) Cordén umbilical humano - 1,5 mm 20 ml
Zehnder 2002 (86) Mucosa palatina 80+5 mg 5 mm 30 ml
Beltz 2003 (59) Tejido pulpar bovino 20-25mg - 1,7 ml
Naenni 2004 (24) Mucosa palatina 8349 mg 5 mm 30 ml
Okino 2004 (23) Tejido pulpar bovino 29 mg - 20 ml
Christensen 2008 (87) Musculo porcino 40-100 mg - 10 ml
Camps 2009 (65) Tejido pulpar bovino 100 mg - 1 ml
Stojicic 2010 (79) Misculo bovino 68 + 3 mg 4x4x2 mm 10 ml
Irala 2010 (67) Tejido pulpar bovino - 5 mm longitud 4 ml
Jungbluth 2011 (88) Mucosa palatina 205+5 mg Rectangular 1,5 ml
Ballal 2011 (48) Tejido pulpar humano 26 mg - 5ml
Singh 2012 (49) Tejido pulpar humano 15 mg - 5ml
Clarkson 2012 (76) Tejido pulpar porcino - 2,5 mm 25 ml
Rossi-Fedele 2013 (62) Tejido pulpar bovino 13 mg - 1,5ml
Couto Oliveira 2013 (25) Tejido pulpar bovino 10 mg 5 mm 5 ml
Ertugrul 2015 (82) Musculo bovino 38+1mg &5 mm 10 ml
Arslan 2015 (26) Tejido pulpar bovino 6,5 mg - 0,1 ml
de Almeida 2015 (73) Tejido pulpar bovino 45+15 mg - 2 ml
Cullen 2015 (53) Tejido pulpar humano - O 2mm 2 ml
Tartari 2015 (39) Musculo bovino 55 mg 2x2x6 mm 15 ml
Tartari 2016 (83) Misculo bovino 55 mg 2x2x6 mm 10 ml
Tanomaru 2015 (75) Tejido pulpar bovino 25+2 mg - 4 ml
Tejada 2018 (203) Misculo bovino 30+1,8 mg 2x2x4 mm 1 ml

Como se puede observar en la Tabla 9, algunos autores estandarizaron las

dimensiones y el peso de las muestras de tejido como en nuestro estudio; mientras que

otros, s6lo uno de los dos parametros existiendo gran variedad en el tamafio (desde &

1,5 mm hasta 13 mm), en el peso de las muestras (desde 10 mg hasta 205 mg) y en el

volumen de las soluciones donde se sumergian estas (desde 0,1 ml hasta 30 ml).
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Gordon y cols en 1981 (55) afirmaron que el area de superficie del tejido expuesto
al NaOCl era un factor a tener en cuenta en el grado de disolucién, observando que
cuando la pulpa alcanzaba 50 mg/ml disminuia el porcentaje de pulpa disuelta (60%) a
los 10 minutos cuando era comparada con una concentracion de pulpa de 10 mg/ml
(73%) o 20 mg/ml (74%).

Si nos centramos en los estudios de disoluciéon que emplean el tejido pulpar bovino
como en nuestro caso, lo que se suele estandarizar es el peso sin tener en cuenta sus

dimensiones (Tabla 10).

Tabla 10. Estandarizacion del tejido pulpar bovino de los estudios sobre capacidad de disolucidn.

Autores Dimensiones Peso

Koskinen 1980 (54) - 100 mg
Gordon 1981 (55) - 5 mg
Nakamura 1985 (56) - 10 mg
Morgan 1991 (57) - 90 mg
Span6 2001 (58) 10 mm -
Beltz 2003 (59) - 20-25 mg
Okino 2004 (23) - 29,25 mg
Khademi 2007 (60) - 80 mg
Rossi-Fedele 2008 (61) - 8-10 mg
Camps 2009 (65) - 100 mg
Irala 2010 (67) 5 mm -
Cobankara 2010 (66) - 25 mg
Malentacca 2012 (69) - -
Jungbluth 2012 (68) No especifica No especifica
De Almeida 2013 (72) - 45 mg
Couto de Oliveira 2013 (25) 5 mm 10 mg
Arslan 2015 (26) - 6,5 mg
Tanomaru-Filho 2015 (75) - 25mg
Guneser 2015 (71) - 45 mg
Niewierowski 2015 (74) 10 mm 0,006 mg
Tesis Navarrete 2018 1x3x10mm 31,98 mg

En nuestro estudio, los especimenes en todos los grupos experimentales tenian
dimensiones y pesos iniciales similares (1x3x10mm, media=31,98 mg, desviaciéon
estdndar=1,18 mg) puesto que el area de contacto y la proporcion tejido/soluciéon son
factores que influyen en la disolucién (55, 92). Para ello, se confeccioné una probeta con
papel milimetrado y control de espesores y posteriormente, se confirmo con un calibre
digital, descartando la pulpa mas apical y coronal y quedandonos con la parte central del
tejido. Otros autores (24, 26, 58, 61, 88, 93) utilizaron para estandarizar el area de

superficie un bisturi o un punch de diferentes dimensiones, pero se observd que el
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empleo de estos instrumentos permite un control preciso de la longitud y el didmetro

del especimen, pero no asi del espesor de la muestra de tejido (Figura 25).

Fig.25. Tejido pulpar humano estandarizado con punch de biopsia tomado de Cullen y cols, 2015 (53).

Tartari y cols (39) también estandarizaron en su estudio todas las dimensiones
(2x2x6 mm) y el peso inicial (aproximadamente 55 mg), pero a diferencia de nuestro
estudio, ellos emplearon tejido muscular bovino en lugar de pulpar. Como hemos visto
anteriormente, el origen del tejido influye en el tiempo de disolucion de este; ademas,
como veremos en el apartado siguiente de esta discusion, sumergieron las muestras de
tejido en soluciones sin renovarlas. Todo ello pudo influir en los resultados que

encontraron.

En esta tesis doctoral, ademas, para intentar controlar mejor otros posibles
factores confundidores relativos a diferencias individuales entre los animales
portadores, las muestras de la misma mandibula bovina se distribuyeron aleatoriamente

entre todos los grupos de trabajo.
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En cuanto a la colocacion del tejido a estudiar, en nuestro estudio el tejido
pulpar bovino estandarizado se deposit6 sobre la rejilla del tubo de centrifugacién para
dejar paso a los irrigantes exponiendo el tejido directamente a las soluciones, pero no
sumergiéndolo en ellas. En cambio, otros autores introdujeron el tejido en ranuras
artificiales confeccionadas en moldes de plastico (63, 64, 69) (Figura 26), en dientes
transparentizados (64) (Figura 27) o en dientes humanos extraidos previamente
cortados longitudinalmente y luego, ensamblados de nuevo para poder introducir el
tejido estandarizado ya que en los estudios anteriores no se puede controlar la densidad
de este y para que el sustrato sea dentina como ocurre en la practica clinica (89, 90)
(Figura 28). También se ha introducido el tejido en el interior de una jeringa mientras
que el NaOCl circulaba a través de ella (58). Ademads, en otros estudios se ha
aprovechado el tejido pulpar presente en los dientes vitales que iban a ser extraidos por
motivos ortoddncicos (44, 46, 50). La ventaja de emplear el tejido pulpar de los dientes
vitales es que se acerca mas a la realidad clinica y se puede valorar la eliminacién de
tejido tanto durante la instrumentaciéon como en el protocolo de irrigacién final, pero
existe una gran dificultad en la estandarizacién y con ello un desafio a la validez interna
del estudio. Por un lado, no es posible estimar la cantidad de tejido inicial que existe en
el interior del diente, y por otro el tejido varia de un diente a otro, por lo que no todas las

muestras parten de una situacién inicial comparable.

Fig.26. Molde de plastico tomado de Al-Jadaa y Fig.27. Diente transparentizado tomado de
cols, 2009 (63, 64). Malentacca y cols, 2018 (70).
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\

Fig.28. Ranura artificial de 2x2x4 mm realizada con fresa redonda de 2 mm en un diente previamente

instrumentado y partido longitudinalmente en dos tomado de Conde y cols, 2017 (89).

8.1.2. SOLUCIONES IRRIGADORAS.

El uso del NaOCI seguido por EDTA es el protocolo convencional mas empleado
(3) aunando el efecto solvente de la materia orgédnica e inorganica en la fase de
irrigacion final. En este estudio, se introdujo el grupo de NaOCl y HEBP porque se esta
intentando establecer como alternativa al EDTA para evitar la acumulaciéon de restos

dentinarios durante la instrumentacion.

No sélo el tipo de soluciones irrigadoras, sino también las condiciones de
conservaciéon de las mismas pueden influir en los resultados de los diferentes estudios.
Las soluciones se mantuvieron en sus botellas opacas y a temperatura ambiente entre

18-302C siguiendo las instrucciones de los fabricantes.
a. NaOClL.

Un factor a tener en cuenta es la concentracién del NaOCl. Las concentraciones
del NaOCI se obtuvieron directamente del fabricante sin tener que hacer las diluciones a
diferencia de otros estudios (88). La concentracién de las soluciones comerciales de
NaOCl representan su contenido de cloro libre, pero se pudo comprobar que en nuestro
caso el contenido de cloro libre inicial en TO era algo mayor, siendo de 6,4% para el
comercializado como 6% NaOCl, y de entre 3,6-3,9% para el supuesto 3% NaOCl. El pH
de las soluciones comerciales de NaOCl era de 12, con lo que supuestamente
presentaban una gran capacidad de disolucidén al tener el cloro activo en forma de i6n

hipoclorito.
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Las condiciones de conservacion en cuanto a temperatura y exposicion a la luz
pueden producir una pérdida del cloro libre. En cuanto a temperatura se refiere, Pécora
y cols (123) no encontraron relacion entre la pérdida de cloro libre y las condiciones de
temperatura (en su caso, temperatura ambiente o refrigeracion a 92C). En muchos
estudios, las soluciones se conservan en la nevera (entre 4 y 92C), pero después se dejan
a temperatura ambiente aproximadamente 1 hora antes de uso (36, 47, 58, 72, 76, 83).
En nuestro caso, las soluciones de NaOCl fueron almacenadas a temperatura ambiente
segln las indicaciones del fabricante y como se suelen mantener en la practica clinica.
Para evitar los efectos de la exposicion a la luz, en nuestro estudio las bolsas de
dispensaciéon en las que se introdujeron las soluciones de NaOCl a las diferentes

concentraciones (6% y 3%) se envolvieron en papel aluminio.
b. Soluciones quelantes.

Hay que matizar en este apartado que hemos encontrado en la bibliografia
consultada lo que a nuestro juicio es un error muy comun. Se emplea indistintamente el
término de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) cuando lo que realmente se emplea
es la sal de ese acido sin tener en cuenta que se trata de dos sustancias diferentes y que
su comportamiento difiere dependiendo del tipo de sal que sea (sal dis6dica NazEDTA,
tris6dica NazEDTA o tetrasddica NasEDTA de ese acido) (36, 172). De ahi la importancia

de especificar este aspecto en la metodologia de los estudios.

En la mayoria de estudios sobre disolucion de tejido no se especifica el tipo de sal
del EDTA utilizada en la metodologia aunque si su concentracion, que suele ser del 17%.
Esto ocurre por ejemplo, en los estudios de Beltz y cols (59) y Ballal y cols (48) donde el
EDTA se emplea de forma aislada para valorar su capacidad de disolucién o en otros
estudios donde se mezcla con diferentes concentraciones de NaOCl en proporciéon 1:1
(73) o en diferentes proporciones (67). Aunque en los estudios mas recientes de Tartari
y cols (39, 84), donde también se estudia la interacciéon de las soluciones mezcladas
NaOCI-EDTA sobre la capacidad de disolucion del NaOCl, si especifican el tipo de sal.
Tartari y cols en su estudio de 2015 emplean la sal disédica del EDTA (Na2EDTA) al 17%
y en el de 2017, la sal tris6dica (NazEDTA) al 17% vy la tetrasodica (NasEDTA) del EDTA

a dos concentraciones diferentes, 10% y 20%.
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En esta tesis doctoral se emple6 la sal disédica del acido
etilendiaminotetraacético (Na2EDTA) al 17% puesto que se trata de un quelante fuerte
que interacciona de forma negativa con el NaOCI al ser mezclado de forma inmediata
(36, 37, 39, 84, 144, 145, 171) pero no se ha estudiado lo que ocurre cuando es
dispensado de forma alternante con el NaOCl en cuanto a la capacidad de disolucién de

este. El NaEDTA empleado ya estaba preparado comercialmente para su uso directo.

Con el HEBP ocurre lo mismo que con el EDTA. Se emplea indistintamente el
término de acido etidrénico y etidronato cuando lo que realmente se utiliza es la sal
tetrasodica del acido etidrénico (181, 203). Fue elegido como quelante débil de reciente
aparicion, el cual se habia visto que no interferia negativamente con el NaOCl al ser
mezclado (36, 39). Aunque recientemente se ha comercializado para uso endoddntico
(178), cuando se hizo la fase experimental no estaba disponible. Asi que se utilizaron los
granulos de la sal tetrasddica del acido etidrénico disueltos en agua destilada, teniendo
en cuenta que la parte activa de la sal era del 85% para obtener las dos concentraciones

del 18% y 9% del Na,HEBP, aspecto que no especifican otros autores (39, 203).

Las particulas de la sal de HEBP no se tamizaron como lo hacieron Biel y cols
(172), los cuales utilizaron en su estudio las que tenfan una fraccién entre 300-500 pm
puesto que tenian un objetivo diferente al nuestro, que era conocer la disolucion

maxima de la sal en agua.
c. Agua destilada como irrigante en el grupo control negativo.

Se emple6 como grupo control negativo el agua destilada al igual que en otros
estudios (23, 52, 55, 72, 73, 89-91) y se confirmé que no tiene capacidad de disolucidn.
No se emple6 suero salino porque este ultimo ha sido cuestionado ya que en el estudio
de Morgan y cols en 1991 (57), el suero salino isotonico disolvié el 10,5% de tejido
pulpar bovino y en el de Beltz y cols en 2003 (59), el 62%. Se especula que el causante
pudiera ser el i6n cloruro del suero salino (57) o en el caso de Beltz y cols (59) el tejido
que estaba liofilizado. Aunque el suero salino ha sido utilizado después por otros
autores (24, 39, 47, 53, 65, 66, 85) como grupo control sin tener ninguna capacidad de

disolucion.

95



"Efecto del flujo controlado alternante de agentes quelantes Na,EDTA y Na,HEBP sobre la capacidad de disolucion del hipoclorito de sodio, NaOCl "

8.1.3. MODELO DE ESTUDIO MEDIANTE FLUJO CONTROLADO Y CONTINUO.

Se ha estudiado la capacidad de disoluciéon de diferentes soluciones como el
NaOCl (44, 45, 47, 55, 56, 58, 59, 61, 63, 65, 71, 77, 78, 81, 83, 86, 87, 93, 95, 107, 203),
agentes quelantes (MTAD, EDTA, 4cido maleico, acido citrico, HEBP) (26, 39, 48, 59, 60,
67, 73, 84, 203), clorhexidina (24-26, 202) e hidroxido de calcio (57, 85, 202) de forma
aislada (44, 45, 47, 55, 56, 58, 59, 61, 63, 65, 71, 77, 78, 81, 83, 86, 87, 93, 95, 107, 203),
alternante (50, 89, 90) o mezcladas (39, 67, 73, 84).

Quizas el aspecto mas novedoso de esta tesis doctoral es el modelo de estudio
que se propone para valorar la capacidad de disolucién de los irrigantes mediante un

flujo continuo y controlado.

En nuestro estudio se utiliz6 la combinacién del NaOCl con EDTA empleandolos

de forma simultanea, pero sin pre-mezclar, a diferencia de otros autores (39, 67, 73).

Irala y cols en 2010 (67) estudiaron la disolucién completa de tejido pulpar
bovino cuando se sumergia en soluciones donde previamente se habia mezclado el
NaOCl y el EDTA a diferentes proporciones. Tartari y cols en 2015 (39) estudiaron la
disolucion parcial (a los 5, 10 y 15 minutos) de tejido muscular bovino cuando se
sumergia en soluciones donde se mezclaba el NaOCI con el quelante, EDTA o HEBP en
proporcion 1:1. De Almeida y cols en 2015 (73) valoraron también la disolucién parcial
(a los 5, 15 y 30 minutos) pero de tejido pulpar bovino sumergido en diferentes
concentraciones de NaOCl mezcladas con 17% EDTA (1:1) en presencia o ausencia de

dentina.

Las muestras de tejido no se sumergieron en las soluciones como hacen la
mayoria de autores con ausencia o presencia de dentina (en forma de polvo, discos,
barras o reservorios de dentina) (23, 26, 39, 61, 66, 67, 73, 75, 76, 83, 84, 91, 203) o
recambiando las soluciones cada cierto tiempo (44-47, 57, 58, 60) sino que las

soluciones fueron dispensadas con un flujo controlado y continuo.
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Por tanto, en esta tesis doctoral se opt6é por estudiar las soluciones (NaOCl y
quelante) de forma combinada, pero sin mezclarlas, dispensandolas a un flujo
controlado continuo o alternante de 1ml/min con un volumen total a los 10 minutos de
10 ml de NaOCl y 5 ml de quelante (EDTA o HEBP) directamente sobre el tejido pulpar
bovino. Este flujo fue empleado en el estudio de Cobankara y cols (140) para estudiar el
efecto sobre dentina de varios quelantes durante 5 minutos. De-Deus y cols (50)
aplicaron un flujo diferente de 3 ml/min con la aguja 30 G colocada en el interior del
conducto radicular a 2 mm de la longitud de trabajo pero evaluaron sélo la capacidad de
disolucion del NaOCl con o sin surfactante pero sin alternar ningin quelante durante la
preparacién mecanica (18 ml NaOCl) y en la irrigacién final empleando 12 ml de NaOCl
seguido de 3 ml de 17% EDTA y 3 ml de agua destilada. Estévez y cols (90) y Conde y
cols (89) emplearon un flujo de 6 ml/min durante el protocolo de irrigacion final. Sirtes
y cols (47) emplearon un flujo diferente de 5 ml/min. En estos casos en los que se
introduce la aguja en el interior del conducto hay que tener en cuenta la profundidad de

la aguja, su diametro y la orientacién del bisel de la aguja.

A diferencia de los anteriores autores, en el estudio de Al-Jadaa y cols (64) el
reservorio donde estaba el tejido a disolver era diferente, dispensandose el NaOCI con
una jeringa 30 G en el interior de un conducto simulado en un bloque de resina acrilica
previamente instrumentado y el irrigante era renovado (1 ml de la solucién) después de

cada ciclo de activacion.

En nuestro caso el flujo constante controlado de 1 ml/min se estableci6 con una
bomba de dispensacion porque se ha visto que este parametro varia mucho entre los
operadores, siendo dificil su control y estandarizacion (124). No hay consenso en cuanto
al volumen de las soluciones en la bibliografia; segin los tiempos establecidos se estim6é
un volumen total para los grupos de soluciones dispensadas de NaOCl y agua destilada

de 10 ml y para los grupos donde se dispensaban el NaOCl y quelante, de 15 ml.

Ademas, no se introdujeron surfactantes ni se activaron los irrigantes ya que se
pretendia analizar el comportamiento pasivo de los irrigantes dispensados bajo un flujo
controlado para asegurarnos su renovacion, en comparaciéon con los estudios previos
que como se ha mencionado anteriormente sumergian el tejido en las soluciones.
Consideramos que uno de los aspectos mas importantes en la fase de irrigacién es la

renovacion constante con una gran cantidad de volumen del irrigante y hasta ahora la
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mayoria de los estudios de disolucion de tejido no tenian en cuenta este parametro.
Tampoco se introdujeron las muestras de tejido en ningin sustrato para no afiadir mas
variables que pudieran afectar a la capacidad de disolucion de las soluciones a testar. Se
observo el efecto de las soluciones sobre el tejido de forma directa colocandolo sobre un
filtro que dejara pasar la solucién (pero no el tejido) evitando asi sumergir las muestras

en las soluciones y favoreciendo el flujo continuo, controlado y renovado de las mismas.

La disolucion del tejido difiere cuando entra en contacto directo con el irrigante a
cuando estd localizado en el interior del conducto radicular. Por eso hay que aumentar el
tiempo de irrigacion o la renovacion del irrigante aplicando un mayor volumen de este
después de la conformacion definitiva puesto que se ha visto que un conducto de una
longitud de 18 mm y una preparacion apical de 35 y conidad del 6% permite en su
interior s6lo un volumen de 0,0126 ml de irrigante dispensado con presion positiva con

jeringa (210).

8.1.4 CUANTIFICACION DE LA CAPACIDAD DE DISOLUCION Y DEL CLORO
LIBRE.

Para cuantificar la capacidad de disoluciéon de una solucién se han empleado
diferentes metodologias. Las mas comunes son: cuantificacion del tiempo (53, 61, 67, 77,
95) (Figura 29) o velocidad de disolucién completa (mg/s o mg/min) (23, 58, 61),
disolucion parcial calculando la pérdida de peso del tejido o peso remanente en un
tiempo determinado con balanza de precisién (24, 39, 48, 54, 57, 59, 72, 73, 75, 78, 79,
84, 90, 93), medicion de la distancia en mm hasta el tejido que queda sin disolver (ya sea
visualmente por ejemplo en conductos laterales en un modelo de resina epoxica
transparente) (63, 64, 69) (Figura 26), o mediante fotografias en un modelo de diente
transparentizado (70), andlisis indirecto de la solucién (cantidad de fosfato e
hidroxiprolina o cloro libre) (45, 54, 56, 92) o mediante analisis histolégico calculando el
porcentaje de tejido remanente en la seccién transversal de dientes extraidos vitales

(44, 46, 50) (Figura 30).
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Fig.29. Tejido pulpar humano con barra de dentina sumergido en solucién de NaOCl tomado de Cullen y

cols, 2015 (53).

Fig.30. Presencia de tejido pulpar en conductos ovales donde se ha realizado la preparaciéon quimico-

mecanica tomado de De-Deus y cols, 2013 (50).

El inconveniente de medir la disolucién completa del tejido es la dificultad que
supone determinar el punto final exacto visualmente (incluso con magnificacién) debido
al gran numero de burbujas que surgen resultado de la saponificacién (79); por eso, al
emplear esta metodologia hay que agitar la solucién para evitar la formaciéon de
burbujas, poniendo de fondo un color que contraste para mejorar la visiéon y asi
controlar el momento en que el tejido deja de ser visible. Es por tanto una medicién con

componentes subjetivos, que depende de la percepcion del evaluador.
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Asimismo, los métodos indirectos de deteccién de hidroxiprolina o fosfato en
soluciones de NaOCl, también presentan inconvenientes. La identificacion de
hidroxipolina equivaldria a una medida indirecta de la presencia de colageno, y con ello
de pulpa (ya que esta consta de un 15% de colageno, el cual contiene aproximadamente
un 13% de hidroxiprolina) (45); sin embargo, el ensayo bioquimico utilizado para su
deteccibn no es muy fiable cuando se emplea NaOCl porque descompone la
hidroxiprolina distorsionando los resultados (54). Por otro lado, la deteccion de fosfato
en el extracto puede no reflejar la disolucién de todo el tejido ya que los quelantes
liberan mayor cantidad de fosfato porque tienen mayor afinidad por el componente
inorganico de la pulpa (54). Por ello no hubieran sido métodos fiables ya que las
soluciones que empleamos de NaOCl y quelantes pueden alterar la determinacion

bioquimica.

En esta tesis doctoral se eligid la pérdida de peso del tejido durante la exposicion
a las diferentes soluciones a los 2, 5 y 10 minutos calculandose el peso inicial y final en
cada uno de los tiempos en una balanza de precision hermética. A continuacién, se
calcul6 el porcentaje de tejido remanente en cada uno de los tiempos fijados siendo el
método mas empleado en la bibliografia consultada (24, 39, 65, 73, 83, 84, 87, 90, 203).
Otros autores han empleado la misma metodologia, pero mientras unos desecan las
muestras de tejido antes de pesarlas con un desecador o con una bomba de vacio (47,
78) o centrifugando para eliminar el exceso de fluido y luego las rehidratan para
someterlas a las soluciones (57); otros, como en nuestro caso, las secan de la misma
forma con papel filtro absorbente antes de pesarlas y no se rehidratan de nuevo para no

aumentar el peso posterior por retencion de liquido (39, 83, 203).

Se han establecido estos tiempos (2, 5 y 10 minutos) porque se observo en el
grupo control positivo que el 6% NaOCl mostraba una disolucién completa a los 5
minutos al dispensarla con un flujo constante de 1ml/min. Y se consider6 que la mitad
de la concentracién, podria necesitar el doble de tiempo. En cambio, Tartari y cols (39)
establecieron 5, 10 y 15 minutos; sin embargo, ellos no refrescaban las soluciones y las
mezclaban por lo que interaccionaban antes de sumergirse el tejido en ellas. Por ambos
motivos no observaban disoluciéon completa a pesar de mantenerlas durante mas

tiempo.
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Por otro lado, en nuestro estudio ademas se determiné el contenido de cloro
libre de las soluciones iniciales y resultantes. Para ello se utilizé la valoracién
yodométrica (201) empleada en los estudios de Arias-Moliz y cols (179, 181). Otros
autores como Estévez y cols (90) utilizaron también la valoracién yodométrica, pero de
la British Pharmacopoeia. Sin embargo, otros estudios (79, 81, 91) no controlaron el
cloro libre de las soluciones de NaOCI. El procedimiento de la valoracién yodométrica
incluye subproductos como el idn clorato que no tiene propiedades terapeuticas, pero
puede intereferir en la lectura del cloro libre obteniendo una sobreestimacion. Esto hace
que este método sea quiza menos fiable que métodos mas complejos como la

cromatografia de liquidos o la espectrometria de masas (211).

Rechenberg y cols (212) desarrollaron un método para cuantificar el cloro libre
en pequefios volimenes como es el conducto radicular (1-3 mm3, donde entran de 1-3 pl
de solucién) usando puntas de papel impregnadas en yoduro potésico. Se basa en la
reaccion redox que se produce entre el i6n hipoclorito y el yoduro potasico, que son
incoloros, dando lugar al yodo (I2), el cual es marrdn, exisitiendo una correlacién entre

el color de la punta de papel y la concentracion del NaOCI (Figura 31).
OCl- + 2I'+ 2H- — Cl- + I> + H20

Con este método se podria valorar la dindmica de consumo del cloro libre en el
interior del conducto ya que tanto el tejido pulpar, la dentina y las bacterias lo
consumen. Nos ayudaria a conocer la duracién del efecto biolégico de las soluciones
para saber cuando es necesaria su renovacion (212). La diferencia entre los dos métodos
es la cantidad de solucién que se requiere para determinar la cantidad de cloro libre, en
la valoracion yodométrica entre 500-1000 pl y en el de Rechenberg y cols (212), entre 1-
3 pl. Sin embargo, cuenta con la limitacion de que solo determina concentraciones de

NaOCl entre 0,0001%-1%.

En el estudio de Ragnarsson y cols (213) observaron con estas puntas
impregnadas en 15% de yoduro de potasio, que el NaOCl colocado pasivamente en el
interior del conducto se mantiene activo durante tiempo prolongado (100 minutos),

aunque dependiente de su concentracion.
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1% 1% 01% 001% 0001% Water

Fig.31. Correlacién entre el color de la punta de papel y la concentracién de NaOCI tomado de Rechenberg

y cols, 2014 (212).

Parece que son necesarios mas estudios que avalen este método. Por eso, hemos
utilizado la valoracién yodométrica descrita anteriormente porque es la mas extendida

aunque no esta exenta de limitaciones.
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8.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

Debido a la metodologia novedosa de esta tesis doctoral en la que se emplea por
primera vez el flujo continuo alternante del NaOCl con un agente quelante sin pre-
mezclar para analizar la capacidad de disolucién, es dificil comparar los resultados

obtenidos respecto a los de los estudios previos.

Para discutir los resultados se ha dividido esta seccién en 2 apartados: por un
lado se discutiran los resultados respecto a la variable dependiente principal analizada
en este estudio (tejido pulpar remanente) y por otro, se contemplaran aquellas otras
variables producto de la interaccién de irrigantes que podrian influir en la capacidad de
disoluciéon del tejido (contenido de cloro libre, pH, temperatura y formacién de

precipitado).
8.2.1. PERDIDA DE PESO O PORCENTAJE DE TEJIDO REMANENTE.

Teniendo en cuenta los estudios en los que se empled el NaOCl de forma aislada o

combinada con los quelantes podemos ver que los resultados son muy dispares.
a. Soluciones aisladas: NaOCl y agua destilada.

En esta tesis doctoral, el 6% NaOCl tard6 solamente 5 minutos en disolver
completamente todo el tejido, mientras que el 3% NaOCl, osea a mitad de concentracion,
10 minutos. Este tiempo de disolucion se prolonga en los estudios (23, 26, 53, 54, 57, 58,
60, 62, 83, 86, 93) en los que se emplea una concentracion menor de NaOCl, una mayor
proporcién de tejido/soluciéon o en los que se sumerge el tejido en la solucién sin
renovarse la solucion a estudiar. Con un flujo continuo de la solucién de NaOCl como
hemos visto en nuestro estudio se obtiene una mayor eficacia en la capacidad de

disolucion disminuyéndose asi el tiempo de disoluciéon completa.

En cuanto a la concentracién del NaOCl, coincidimos con la mayoria de los
autores (25, 52-54, 58, 65, 67, 72, 73, 76, 77, 79, 80, 83, 86, 87, 93, 95, 107) en que a
mayor concentraciéon de NaOCl, mayor es la disolucion de tejido excepto en los hallazgos
de Beltz y cols (59) en los que tanto la concentracion del 5,25% como la del 2,6%
disolvieron el 90% del tejido pulpar bovino sin diferencias significativas entre las dos
concentraciones, probablemente debido al estado del tejido liofilizado y de Taneja y cols

(52) que observaron diferencias entre las concentraciones de NaOCI a los 30 minutos,
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pero no a los 60 minutos probablemente debido a la inactivacién que sufre la solucion

cuando esta no se renueva.

En el caso de Abou-Rass y cols (95), el tejido fresco de tejido conectivo de rata a
temperatura ambiente tardé también 60 minutos en disolverse completamente en
5,25% NaOCl y 169 minutos cuando se emple6 2,6% NaOCl. Sin embargo, Hand y cols
(93) al sumergir tejido conectivo necrético de rata obtuvieron a los 7 minutos el 72% de
tejido disuelto con una concentracién de NaOCl del 5,25% y del 26%, con el 2,5% NaOCI.
En este caso, consiguieron una disolucién mayor a pesar de sumergir el tejido porque

agitaron de forma automatica la solucion.

Morgan y cols (57) sumergieron el tejido pulpar bovino en 2,6% NaOCl y se
disolvié aproximadamente el 80% de su peso a los 32 minutos, ya que ellos también
refrescaban la solucién cada 3 minutos y ademas la agitaban mecdnicamente. En cambio,
en el estudio de Tanomaru-Filho y cols (75), la misma concentracién de NaOCl (2,5%)
agitada, pero esta vez sin refrescar disolvi6 entre 64,5-67% de tejido pulpar bovino en
10 minutos. La proporcion de tejido-solucidn era de 8:1 y 6:1, respectivamente siendo
un factor que influye también en la capacidad de disolucién en los casos en los que se
disuelve tejido sumergiéndolo en una solucién. La reduccién de tejido en este ultimo
estudio fue mayor que en los estudios de Tartari y cols (83), quien tampoco renueva las
soluciones, debido principalmente a la procedencia del tejido (tejido pulpar en el

primero respecto a tejido muscular bovino en el de Tartari y cols).

Camps y cols (65) no obtuvieron disoluciéon completa del tejido a los 20 minutos
cuando emplearon 2,5% NaOCIl a pH 12. A los 10 min observaron sélo un 70% de
reduccion del tejido, siendo del 50% cuando se empleé una solucion de NaOCl a la
misma concentracion, pero neutralizada a un pH 7. En nuestro caso, se obtuvo la
disolucion completa a los 10 min con una solucién del 3% NaOCIl no modificada debido

al flujo continuo.

Irala y cols (67) observaron que 4 ml de las soluciones de NaOCl de forma aislada
a concentraciones 2,5% y 1% disolvian completamente el tejido a los 35 y 76 minutos.
Estos tiempos fueron probablemente tan elevados debido al volumen empleado de
irrigante y a la falta de renovacién del mismo puesto que en nuestro estudio con

muestras del mismo tipo de tejido estandarizadas en dimensiones y peso a las que se les
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aplicé una irrigaciéon continua y controlada, sin sumergirlas y con una constante
renovacion del irrigante se obtuvo la disolucion completa con una concentracién similar

del 3% a los 10 minutos.

En el estudio de Cobankara y cols (66) el 5,25% NaOCI disolvié el 28% de tejido
pulpar bovino con una media de peso de 25 mg a los 20 minutos al sumergirlo en 2 ml
de solucién bajo agitacion y renovacién cada 2 minutos. Ballal y cols (48) tardaron 120
min en conseguir la disolucion completa de 26 mg de tejido pulpar humano al
sumergirlo en 5 ml de solucién 2,5% NaOCl y someterlo a agitacién automatica sin
renovacion. Y Okino y cols (23) determinaron que la solucién de 2,5% NaOCI presentaba
una velocidad de disolucién de 0,55 mg/min cuando se sumergia tejido pulpar bovino
(29,25 mg) en 20 ml de solucion con una agitacion de 150 rpm. Todos estos estudios
tardaron mas en disolver el tejido que en el tiempo que se necesité en nuestro estudio,
en que como se ha mencionado anteriormente, habia una renovacion constante que hizo
que la soluciéon de 3% NaOCI consiguiera la disoluciéon completa del tejido pulpar bovino

en 10 minutos.

El tipo de tejido utilizado también influye en los tiempos observados para la
disolucion de tejidos. Asi, Naenni y cols (24) evaluaron el porcentaje de peso de tejido
remanente de mucosa palatina que quedaba a lo largo del tiempo (15, 30, 60,90y 120
min) cuando se sumergia en 10 ml de 1% NaOCl y tras 15 minutos, ain quedaba el 68%
del peso remanente sin obtenerse la disolucion completa después de 2 horas.
Igualmente, Christensen y cols (87) no consiguieron tampoco la disolucién completa a
los 30 minutos de sumergir 100 mg de tejido de musculo porcino en 10 ml de NaOCI a
diferentes concentraciones (5,25% y 2,6%) y pH (6, 9 y 12) sin renovarlo a pesar de
agitarse las soluciones. Sin embargo, Clarkson y cols (76) si obtuvieron una disoluciéon
completa a los 10 minutos con una concentracién de NaOCl del 4% ya que utilizaron
tejido pulpar, aunque este fuera porcino. Igualmente encontraron disolucion completa
con una concentraciéon menor del 1% a los 23 minutos independiente de si la solucién
contenia o no surfactante obtenienddse mejores resultados que Christensen y cols (87) a
pesar de emplear una concentracion menor de NaOCI debido por un lado a la proporciéon
tejido/solucién y por otro al tipo de tejido que a pesar de ser del mismo origen, la

localizacion era diferente (musculo-pulpa).
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En nuestro estudio también obtuvimos mejores resultados que Christensen y cols
(87) ya que a los 15 minutos ellos observaron unicamente un 24,5% de pérdida de peso
con 5,25% NaOCl (pH=12) y con la mitad de concentracién e igual pH, un 2% mientras
que nosotros observamos la disolucién completa del tejido pulpar a los 10 minutos con
ambas concentraciones (6 y 3%). Las diferencias encontradas entre nuestro estudio y
los de los dos autores anteriores (Naenni y Christensen) se deben principalmente a la
falta de renovacion de la solucién y al tipo de tejido utilizado. Asimismo, el tipo de tejido
influy6 en que Jungbluth y cols en 2011 (88) obtuvieran solo una pérdida de peso del
45% a pesar de la alta concentracion del NaOCl empleado (5%) a los 8 minutos, ya que

esn su estudio emplearon mucosa palatina porcina.

Asi, como deciamos, nuestros resultados no son directamente comparables con la
mayoria de los estudios de disolucion de tejido publicados porque sumergen el tejido en
la solucién a estudiar sin renovarse el irrigante. Sin embargo, Cullen y cols en 2015 (53)
quienes también sumergieron el tejido pulpar humano en 2 ml de NaOCI a diferentes
concentraciones, si renovaron la solucién, aunque lo hicieron cada 6 minutos durante 1
hora. Al renovar ellos cada 6 minutos el NaOCl y nosotros utilizar un flujo continuo con
renovacion constante sobre tejido pulpar no sumergido, ellos también obtuvieron
disolucion completa del tejido, pero en el doble de tiempo: después de 9,3 minutos
cuando la concentraciéon fue del 6% NaOCl y después de 20 minutos cuando la

concentracion fue del 2%.

Otro de los factores que afecta a los resultados en los estudios de disolucion de
tejido es, no solo el tipo, sino también la proporciéon del mismo con respecto al volumen
de la soluciéon que se emplea, aunque se puede compensar con la renovaciéon y la
agitacion de la solucién. Ya en 1981, Gordon y cols (55) estudiaron la variacién de la
proporcidn tejido/solucion (10, 20 y 50 mg/ml 5% NaOCl) para observar su efecto sobre
el porcentaje de tejido disuelto, obteniendo en las dos primeras un 74% de tejido
disuelto y en la altima, s6lo un 60%, debido a la gran cantidad de pulpa con respecto a la

solucion.

En nuestra tesis doctoral el tejido es irrigado con una solucién con flujo constante
sin ser sumergido a diferencia de otros estudios, en los que al emplear una proporciéon
de tejido/volumen mayor, el porcentaje de pérdida de peso obtenido es menor o el

tiempo de disolucién mayor (25, 26, 57, 65, 66, 75). A continuacién, vamos a comparar
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nuestros resultados con los estudios que emplearon el mismo tipo de tejido que en
nuestro trabajo, tejido pulpar bovino. Arslan y cols (26) consiguieron una disolucion
media del 59,88% (DS=11,44) a los 60 minutos siendo la proporciéon del tejido
empleado de 6,5 mg/ 0,1 ml 5,25% NaOClI sin renovar, sin agitacion y colocado el tejido
y la solucién en un reservorio de dentina. Sin embargo, con las mismas condiciones y
también sin renovacion ni agitacion, Couto de Oliveira y cols (25) consiguieron con la
misma proporciéon de NaOCl el 98% de pérdida de peso en la mitad de tiempo ya que la
proporcion de tejido/solucion fue menor (10 mg/ 5ml). Este porcentaje de pérdida de
peso del mismo tejido aumenta ain mas en el estudio de Morgan y cols (57) a pesar de
emplear la mitad de concentracién de NaOCl debido a que emplean una proporcion de
tejido/solucién menor (90 mg/11,25 ml) obteniendo el 80% de pérdida de peso en la
mitad de tiempo (32 minutos) que Arslan y cols (26); ademas, de que renuevan y agitan
la solucién. Camps y cols (65) obtienen una pérdida de peso del 70% a los 10 minutos
con una solucidn del 2,5% NaOCI agitada y una proporcidn tejido/soluciéon de 100 mg/1
ml. En cambio, Cobankara y cols (66) obtienen una pérdida de peso aiin menor del
28,11% a los 20 minutos a pesar de emplear 5,25% NaOCI renovando la solucién cada 2
min y agitandola, con una proporciéon de 25 mg/2 ml. Como podemos observar, en
cualquiera de los estudios citados anteriormente, la pérdida de peso obtenida del tejido
pulpar bovino es menor que la obtenida por nosotros debido a que no emplean un flujo
de soluciéon constante y el tejido es sumergido en una soluciéon de NaOCl que va
inactivando su capacidad de disolucion a lo largo del tiempo. En esta tesis doctoral se ha
utilizado este modelo con renovacién constante ya que se ha tratado de conseguir un

mayor acercamiento a una situacion clinica real.

Al igual que otros autores, en nuestro estudio se observé un incremento en el peso
en el grupo control negativo, en el que se empleaba el agua destilada (23, 24, 39, 55, 79,
93) debido a la absorcion de agua presente en las soluciones del tejido, mostrando de
nuevo su ineficacia para disolver tejido. Esta ganancia de peso también se ha observado
cuando se emplea suero salino como grupo control, siendo en el estudio de Cobankara y
cols (66), del 4,90%. En cambio, en el estudio de Cullen y cols (53), en el grupo de suero

salino no se produjo ningiin cambio en el peso.

En resumen y en cuanto a los resultados obtenidos en el porcentaje de pérdida de

peso de tejido con NaOCI de forma aislada hay que valorar los siguientes factores: el tipo
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de tejido, la concentracion y el pH de las soluciones, la proporcién tejido/solucion y la

dispensacion de las soluciones reflejados en la Tabla 11. Pero como se puede observar

en la tabla, existe una tremenda variabilidad en estos factores entre los diferentes

estudios que dificultan la comparacion de los resultados.

Tabla 11. Resultados de los estudios sobre disolucién de tejido en los que emplean soluciones de NaOCI

aisladas.

Autores Tejido sumergido Solucién Peso/volumen Tiempo Pérdida peso

0, 74 mg 0,
Hand 1978 (93) Conectivo rata 5:25% NaOCl 7 min 72%
2,5% NaOCl 10 mg/1 ml 26%
- 0, i 0,
Abou-Rass 1981 (95) Conectivo rata 2:25% NaOCl No especifica peso/30 ml 60 min 100%
2,6% NaOCl 169 min 100%
Morgan 1991 (57) Pulpa bovina 2,6% NaOCl 90 mg/11,25ml 32 min 80%
Naenni 2004 (24) Mucosa palatina 1% NaOCl 83+9 mg/10ml 15 min 32%
porcina
Okino 2004 (23) Pulpa bovina 2,5% NaOCl 29,25 mg/20 ml - 0,55 mg/min
0 24,5%
Christensen 2008 (87) Msculo porcino 5,25% NaOCl 40-100 mg/10ml 15 min
2,6% NaOCl 2%
2,5% NaOCl 5 min 40%
= i 9
Camps 2009 (65) Pulpa bovina pH=12 100 mg/1 ml 10 min 70%
2,5% NaOCl 5 min 31%
pH=7 10 min 50%
0, 0,
Stojicic 2010 (79) Musculo porcino >:8% NaoCl 68+3 mg/10 ml 5 min 30%
2% NaOCl 4%
Cobankara 2010 (66) Pulpa bovina 5,25% NaOCl 25 mg/2 ml 20 min 28%
Ballal 2011 (48) Pulpa humana 2,5% NaOCl 26 mg/5 ml 120 min 100%
Mucosa palatina
Jungbluth 2011 (88) 5% NaOCl 205 mg /1,5 ml 8 min 45%
porcina
Singh 2012 (49) Pulpa bovina 2% NaOCl 15 mg/5 ml 30 min 30%
0, 0,
Couto Oliveira 2013 (25) Pulpa bovina 2:25% NaOCl 10 mg/ 5ml 30 min 98%
2,5% NaOCl 20%
5% NaOCl . 13,54%
30 min
0, 0,
Taneja 2014 (52) Pulpa humana 2,5% Naocl 9 mg/5 ml 10,82%
5% NaOCl . 14,89%
60 min
2,5% NaOCl 14,91%
8,25% NaOCl 5,7 min
6% NaOCl 9,3 min
Cullen 2015 (53) Pulpa humana 4,125%Na0Cl No especifica peso/2 ml 13,9 min 100%
2% NaOCl 20,1 min
0,5% NaOCl 32,5 min
Arslan 2015 (26) Pulpa bovina 5,25% NaOCl 6,5+5 mg/0,1 ml 60 min 59,88%
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Tanomaru 2015 (75) Pulpa bovina 2,5% NaOCl 252 mg/4 ml 10 min 64,5-67%
5% NaOCl 34%
2,5% NaOCl 5 min 11%
1% NaOCl 9%
5% NaOCl 61%
Tartari 2016 (83) Musculo bovino 2,5% NaOCl 55mg/10 ml 10 min 29%
1% NaOCl 21%
5% NaOCl 78%
2,5% NaOCl 15 min 46%
1% NaOCl 35%

b. NaOCl combinado con soluciones quelantes.

En cuanto a las propiedades de disolucién del NaOCl mezclado con las soluciones
quelantes, Irala y cols (67) observaron que cuando se sumerge el tejido en una solucion
previamente mezclada de diferentes concentraciones de NaOCl (2,5% y 1%) con 17%
EDTA sin renovacién, el NaOCl pierde su capacidad de disoluciéon porque el EDTA
produce una pérdida inmediata y casi completa del cloro libre. Por ello estos autores no
observaron disolucién completa de tejido. De Almeida y cols (73) mostraron una menor
disolucion de tejido en los tiempos establecidos (5, 15 y 30 min) cuando mezclaron
EDTA con diferentes concentraciones de NaOCl en una proporciéon 1:1 y para una
proporcion tejido/solucion de 45 mg/2 ml. Observaron que se producia mayor
disolucion de tejido a los 15 min que a los 5 min pero sin diferencias significativas entre
los 15 y 30 min debido a la extincion del cloro libre responsable de la disolucién de
tejido estando este sumergido y sin renovar la solucién obtuviendo un 16,12% de
disolucion de tejido a los 5 min al combinar 2,5% NaOCI con 17% EDTA y al mezclar 5%
NaOCl con 17% EDTA, un porcentaje menor de disolucién de tejido 14,35%. Si
analizamos bien las mezclas utilizadas, la concentracion de NaOCl en la solucién

resultante seria la mitad puesto que se mezclan las soluciones 1:1.

No podemos comparar nuestros resultados con los autores anteriores puesto que
en nuestro estudio no se mezcl6 el NaOCI con el EDTA, sino que a diferencia de ellos el
quelante se emple6 de forma alternante y se renovo la combinacién NaOCI-EDTA con un
flujo constante obeniendo mejores resultados de disolucién. Pero si se observé en las

soluciones recolectadas donde si estaban mezclados el NaOCl y EDTA en una proporcién
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2:1, la reduccién del cloro libre debido a la mezcla, lo que afectaria a la capacidad de

disolucion del NaOCl.

Tartari y cols (39) realizaron un estudio para evaluar el efecto del NaOCl, EDTA y
HEBP (15 ml) de forma aislada y combinada sobre la disolucién de tejido muscular
bovino (2x2x6 mm, 55mg). Para ello, sumergieron las muestras en las distintas
soluciones durante 5, 10 y 15 min sin renovarlas, a una temperatura de 322C y utilizaron
agitacion ultrasénica. Median también la pérdida de peso en cada uno de los tiempos.
Los mejores resultados se obtuvieron con el NaOCl de forma aislada en todos los
tiempos, puesto que su combinacion con el HEBP disminuia su capacidad de disolucién a
los 10 y 15 min aunque en menor proporcion que el EDTA ya que la mezcla del NaOCI
con el EDTA volvia a inactivar la capacidad de disoluciéon del NaOCl. Sin embargo, la
mezcla del 5% NaOCI con la sal tetrasodica del EDTA al 10 y 20% (pH=12) disolvié el
tejido de forma similar que la solucién del 2,5% NaOCIl de forma aislada. En cambio, la
sal trisédica mezclada con NaOCI no present6 disolucion de tejido en ninguno de los
tiempos porque el EDTA trisédico inactivé la capacidad de disolucién del NaOCl, a pesar
de que se renovaron las soluciones mezcladas (aunque no de forma continua, sino cada
5 minutos) y las muestras de tejido muscular bovino fueron sumergidas (84). El
porcentaje de pérdida de peso del 2,5% NaOCl y de la mezcla de 5% NaOCI+EDTAHNa3
(10 y 20%) fue de 12,3%, 17,4% y 12,2% respectivamente a los 5 min. A los 10 minutos
de inmersion, de 29%, 35,9% y 27% respectivamente y a los 15 minutos, de 46,8%,
50,4% y 40% respectivamente. Este estudio demostré6 por primera vez que la
interaccion del EDTA con el NaOCl depende del pH de la solucion y de la cantidad de
iones de sodio presentes en el EDTA (Tabla 12).

La gran diferencia entre esta tesis doctoral y los demas estudios publicados hasta
el momento es la dispensacién continua y controlada de los irrigantes comparado con la
inmersion del tejido a disolver en las distintas soluciones. El grafico de la disolucion es
diferente cuando se sumerge el tejido que cuando se dispensa con un flujo constante.
Cuando el tejido se sumerge, se observa una disolucién rapida en los primeros minutos
para luego enlentecerse hasta que se agota la solucion (56, 92). En cambio, cuando
existe un flujo constante de la solucidn, la disolucion es progresiva a lo largo del tiempo

(Figura 24 en el apartado de Resultados).
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Hay que tener en cuenta las limitaciones de este estudio a la hora de extrapolar

los resultados de disolucion de tejido a la clinica puesto que el tejido pulpar bovino no se

introdujo en ningln sustrato ni se valoré la capacidad de disolucidon en presencia de

dentina como en el estudio de Tejada y cols (203) sino que se produjo el contacto

directo del tejido con las soluciones pero, sin sumergirlo. Por eso, los tiempos obtenidos

de disolucion completa podrian ser diferentes a los clinicos puesto que cuando no hay

contacto directo con el irrigante, el tiempo de disolucion aumenta y puede no

conseguirse la disolucion completa (44) aunque en la practica diaria, también se

afladiria el efecto de la instrumentacion. Un futuro estudio continuacion de esta tesis

doctoral pretende explorar estos factores.

Tabla 12. Resultados de los estudios sobre disolucién de tejido en los que emplean soluciones mezcladas

de NaOCl con quelantes (EDTA o HEBP) mezclados.

Concentracion

Autores Tejido sumergido NaOCl Quelante Peso/vol Tiempo Pérdida peso
Irala 2010 (67) Pulpa bovina 1% NaoCl 17% EDTA no peso/4 ml 48 h No disuelve
2,5% NaOCl
5 min 16,12%
2,5% NaOCl 15 min 33,43%
de Almeida 2015 Pulpa bovina 17% EDTA 45 mg/2 ml 30 min 07.78%
(73) 5 min 14,35%
5% NaOCl 15 min 19,74%
30 min 21,48%
5 min 9%
2,5% NaOCl no quelante 10 min 25%
15 min 40%
Tartari 2015 (39) | Musculo bovino 55 mg/15 ml
5 min 6%
5% NaOCl 18% HEBP 10 min 15%
15 min 27%
5 min 12%
2,5% NaOCl no quelante 10 min 29%
15 min 47%
5 min 0%
17% Na3EDTA 10 min 0%
15 min 0%
Tartari 2017 (84) Musculo bovino 55mg/10 ml
5 min 17%
5% NaOCl 10% Na4EDTA 10 min 36%
15 min 50%
5 min 12%
20% Na4EDTA 10 min 27%
15 min 40%
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Pérdida peso

Autores Te]ld(.) NaOCl Quelante Peso/vol Tiempo Sin dentina Con dentina
sumergido

3 min 35,69%(6,34) 5,93%(3,70)
. 2,5% no quelante
Tejada Musculo 10 min 66,01%(1,74) 9,28%(1,61)
2018 bovi 30 mg/1ml
(203) ovino 3 min 24,90%(5,79) 7,17%(3,95)
5% 18% HEBP
10 min 53,22%(7,45) 4,69%(3,14)

8.2.2. OTRAS VARIABLES: contenido de cloro libre, pH, temperatura y formaciéon de

precipitado.
a. Determinacion del contenido de cloro libre.

Contenido de cloro libre de las soluciones aisladas de NaOCI.

Un factor a tener en cuenta cuando se analiza la capacidad de disolucion del
NaOCl es la cantidad de cloro libre presente en la solucién, ya que es la parte
responsable de la disolucidn de tejido, existiendo una relaciéon directa entre esta y el
contenido de cloro libre. En algunos estudios (79, 81, 91) este factor no se tiene en
cuenta. Conviene resefiar que, a veces, las concentraciones reflejadas por los fabricantes
no coinciden con la realidad en cuanto a cloro libre se refiere; por ello es recomendable
medirlo al iniciar un estudio sobre capacidad de disolucién o sobre los factores que
afectan al cloro libre, como, por ejemplo, la presencia de surfactante o la interaccion

entre otras soluciones.

En el estudio de Clarkson y cols (76) todas las soluciones de NaOCl poseifan un
porcentaje de cloro libre mas alto que el indicado por el fabricante siendo para la
solucién 4% NaOCl de 4,66 y para 1% NaOCl de 1,56. Nuestros resultados coinciden con
los de este estudio: encontramos que las soluciones de NaOCI del 6% y 3% presentaban
respectivamente un contenido de cloro libre de 6,4% y 3,6-3,9%, mostrando valores
algo superiores a los que indicaba el fabricante. En cambio, en el estudio de Estévez y
cols (90) emplearon dos soluciones de NaOCl del 6% con y sin surfactante y la
determinacion del porcentaje de cloro libre fue algo inferior, del 5,85%. Igualmente,
Krishnan y cols (170) encontraron un contenido inicial de cloro libre ain menor (de

4,3%) en una solucion que supuestamente indicaba 5,2% NaOCI.
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Se ha observado también que a medida que se disuelve el tejido sumergido sin
renovar, el cloro libre de las soluciones de NaOCl va disminuyendo (65, 86, 111) y
depende del pH de la solucion ya que Camps y cols (65) observaron que el 2,5% NaOCl a
pH 12 perdia menos cloro que la misma concentracién de NaOCl neutralizado a pH 7
durante la disoluciéon de tejido. En cambio, en nuestro estudio las concentraciones
iniciales de cloro libre de las soluciones aisladas de NaOCl no variaron al disolver el
tejido debido a que estas soluciones se dispensaron con un flujo continuo y constante.
No fue objeto de nuestra investigacion el efecto del pH de las soluciones de NaOCl sobre
su capacidad de disolucién ya que se s6lo se empled un pH alcalino de 12 no pudiendo

comparar nuestros resultados con los obtenidos por Camps y cols (65).

Efecto de la interaccion de los quelantes usados sobre el cloro libre.

También se ha observado que la combinacién del NaOCl con EDTA produce una
inactivacion del NaOCI debido a que se produce una pérdida inmediata del cloro libre de
hasta del 80-88% al principio de la mezcla para luego ser méas progresiva, incluso con
pequefias cantidades de EDTA afectando a la capacidad de disolucién del NaOCI (36-38,
170, 177). Se ha observado que al mezclar 1% NaOCI con 17% EDTA en una proporcién
1:1 disminuye el contenido de cloro libre entre 0,06-0,1% (37, 38) y al mezclar una
concentracion mayor de NaOCl del 4% con la misma concentracién de EDTA, del 0,3%
(38). Ademas de que cuanto mayor es la cantidad de EDTA en la mezcla con el NaOC],
mayor es la reduccién del cloro libre quedando claro que el NaOCI no puede ser utilizado

mezclado con el EDTA en el interior del conducto radicular (38, 170).

Esta pérdida del cloro libre parece depender del tipo de la sal del EDTA y de su
concentracion (84, 172). Por eso, es muy importante especificar en los estudios sobre
capacidad de disolucion este aspecto. Tartari y cols (84) observaron que la mezcla del
5% NaOCI con la sal tetrasédica del EDTA a diferentes concentraciones (10 y 20%)
causaba una reduccién lenta y progresiva del contenido de cloro libre a lo largo del
tiempo (inmediato a la mezcla, 10 min, 30 min, 1 h y 1 dia después) a diferencia de con
la sal trisédica al 17%, que provoc6 una pérdida del cloro libre inmediata y rapida en el
momento de la mezcla. Esto indica que la interaccién entre el NaOCl y EDTA depende del
pH de la solucidn, ya que la sal tetrasodica del EDTA presenta un pH mas alcalino y de la
cantidad de iones sodio presentes en la sal del EDTA. En cambio, los resultados de

Krishnan y cols (170) en el mismo afio fueron contradictorios al no existir diferencias
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significativas entre mezclar EDTA (no especifica el tipo de sal) y SmearOff (soluciéon de
sal tetrasodica del EDTA con CHX con pH=8-9) con NaOCI al 5,2% recomendando no
usarlos mezclados por reducir drasticamente el cloro libre del NaOCI. Este hecho puede
ser debido a que el NaOCl puede reaccionar con otros productos que contiene el
SmearOff (Vista Dental) como la CHX y el bisulfito de sodio. Ademas de diferir de la
concentracion del EDTA (10%, 17% y 20%) y del pH (8 y 12). El pH del SmearOff era
entre 8-9 mas cercano al que suele presentar la sal trisédica y el pH de la sal tetrasdédica
empleada en el estudio de Tartari y cols (84) era de 12 para la concentracién del 10% y

del 12,2 para la del 20%.

Sin embargo, este efecto no ocurre cuando se combina con el HEBP, manteniendo
las propiedades del NaOCl debido a que la pérdida de cloro libre es pequeiia en los
primeros 60 min (36, 177, 179). En el estudio de Arias-Moliz y cols (179) sobre la
actividad antimicrobiana de la mezcla 2,5% NaOCl y 9% HEBP, el contenido de cloro
libre de la mezcla se mantuvo constante después de 10 minutos; a los 60 minutos fue de
2,41y alos 120 minutos de 1,77, manteniéndose estable durante una hora. Girard y cols
(177) al mezclar 18% HEBP en gel en una proporciéon 1:10 con 1% NaOCl observaron
una pérdida del 10% del cloro inicial a la hora. En el estudio de Biel y cols (172), la
reduccion del cloro libre fue mayor oscilando entre un 10 y un 30%, dependiendo de la
concentracion del NaOCl (1 y 5%) y del HEBP (9 y 18%). Cuanto menor es la
concentracion del HEBP de la mezcla, ligeramente mayor se mantiene la cantidad de
cloro libre sin afectar tanto a la concentraciéon del NaOCl. Zollinger y cols (178)
observaron que la concentracion inicial del NaOCl y la temperatura afecta a la
estabilidad del cloro libre. Cuanto mayor era la concentraciéon y la temperatura del

NaOCl mezclado con 9% HEBP la pérdida de cloro libre era mas acentuada (Tabla 13).

En esta tesis doctoral no se ha encontrado que el EDTA y HEBP interfieran en la
capacidad de disolucion del NaOCI reduciendo el cloro libre ya que en nuestro estudio
las soluciones de NaOCI han sido dispensadas bajo un flujo continuo y controlado y los
quelantes EDTA y HEBP, de forma alternante (no mezclada). En cambio, en las
soluciones mezcladas recolectadas en una proporcion de 2:1 se observé una reduccion
del cloro libre mayor a los obtenidos por otros autores (179) teniendo en cuenta que la
cantidad de cloro inicial era del 3,9 y 3,6, siendo mayor de lo que el fabricante marcaba.

Realmente los resultados no pueden ser comparados con los obtenidos por otros
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estudios puesto que todo el volumen del agente quelante no reacciona a la vez ni con la
misma cantidad de NaOCl con nuestra metodologia de flujo continuo alternante. En los
demas estudios mezclan NaOCl y quelante todo a la vez y van midiendo el cloro libre a lo

largo de diferentes periodos de tiempo.

Tabla 13. Reduccién del contenido de cloro libre en soluciones mezcladas de NaOCI con agente quelante.

Concentracion
Autores NaOCl Quelante Proporcién Cloro libre
Grawehr 2003 (37) 1% NaOCl 17% EDTA 1:1 Inmediato 0,06%
1% NaOCl . 0,1%
Clarkson 2011 (38) 1:1 5 min
4% NaOCl 17% EDTA 0,3%
17% Na3EDTA 16%
10% Na4EDTA Inmediato 93,5%
Tartari 2017 (84) 20% Na4EDTA 11 89%
artari :
5%Na0Cl 17% Na3EDTA 11,5%
10% Na4EDTA 10 min 90%
20% Na4EDTA 83,5%
90:10 1,47%
5,2% NaOCl 17%EDTA 80:20 1,07%
) 50:50 . 0,69%
Krishnan 2017 (170) Inmediato
90:10 1,29%
. 0,
5,2% NaOCl SmearOff 80:20 1,04%
(Na4EDTA+CHX) 50:50 0,53%
18% Na4EDTA 73%
1% NaOCl
3% Na4EDTA ) 95%
1 min
18% Na4EDTA 5%
5% NaOCl
3% Na4EDTA 96%
Biel 2017 (172) -
18% Na4EDTA 10%
1% NaOCl 3% Na4EDTA 93%
10 min
18% Na4EDTA 1%
5% NaOCl 3% Na4EDTA 5%
Tesis doctoral 3% NaOCl 17% Na2EDTA 2:1 10 min 1,7%
Inmediato Estable
Arias-Moliz 2014 (179) | 5% NaOCl 18% HEBP 1:1
10 min Estable
Girard 2005 (177) 1% NaOCl 18% HEBP gel 1:10 60 min 90%
18% HEBP 95%
1% NaOCl
9% HEBP ) 99%
1 min
59% NaOCl 18% HEBP 100%
9% HEBP 98%
Biel 2017 (172) -
18% HEBP 92%
1% NaOCl
9% HEBP ) 97%
10 min
505 NaOCl 18% HEBP 100%
9% HEBP 98%
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1% NaOCl Estable
Zollinger 2018 (178) 2,5% NaOCl 9% HEBP - 60 min Estable
5% NaOCl 74%
) 18% HEBP . 2,4%
Tesis doctoral 3% NaOCl 2:1 10 min
9% HEBP 2,2%

b. pH.

En nuestro estudio las soluciones comerciales de NaOCl (3% y 6%) empleadas
tenfan un pH inicial entre 12,8-12,9, respectivamente siendo muy similar
independientemente de su concentracion. No se observé descenso del pH de las
soluciones de NaOCl dispensadas de forma aislada al entrar en contacto con el tejido
debido al flujo constante de las soluciones coincidiendo con otros autores (65, 86). El pH
parece no afectarse y se mantiene estable independientemente de que los estudios se
realicen sumergiendo tejido en soluciéon de NaOCl no renovada. Sin embargo, Spané y
cols (58) o Jungluth y cols (88) observaron una disminuciéon del pH inicial de las
soluciones de NaOCl después de disolver el tejido, segin describen debido a la
interaccion del NaOH con la materia organica por la reacciéon de saponificacién y
neutralizacion producida; pero observaron una reduccién de pH inversamente
proporcional a la concentracion, esta reduccién fue menor en concentraciones altas de
NaOCl debido a la presencia de mas iones hidroxilos. Este autor aplicaba un flujo
constante sin sumerger el tejido en la solucion (58). Estas discrepancias en los
resultados con Jungbluth y cols (88) se deben a las diferencias en la metodologia
empleada, en la que se sumergia el tejido, en su caso mucosa de paladar (205 mg), en 1,5
ml de 5% NaOCl durante 8 minutos sin renovar la solucién teniendo, ademas, una
proporcion tejido/solucién alta y obteniendo una pérdida de disolucion de tejido menor
en mas tiempo. En cambio, observaron que las soluciones estabilizadas con NaOH a la
misma concentracién, mantenian el pH constante al contactar con el tejido y disolvian
mayor cantidad de tejido sumergido. Pero aun asi, se puede ver la diferencia de como
afecta el modo de dispensaciéon de las soluciones; si se refresca o no las soluciones a

pesar de someter el tejido/solucidn a agitacion (Tabla 14).
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Tabla 14. Comparacion en el porcentaje de pérdida de peso de tejido con el pH inicial y final del NaOCI.

% pérdida peso pH antes pH después
Jungbluth 2011 5% NaOCl 44,7% en 8 min 12,5 7,9
5% NaOCl (NaOH) 63,3% en 8 min 13,4 13,1
Tesis doctoral 6% NaOCl 100% en 5 min 12,89 12,92
3% NaOCl 100% en 10 min 12,81 12,77

Al ser soluciones alcalinas pH 12, predomina el cloro libre en forma de OCI-
siendo las concentraciones mayores mas estables y teniendo mayor capacidad de
disolucion de tejido (3, 87, 88). En nuestro caso, el grupo control positivo, NaOCI (6%)
disolvi6 el 100% de tejido en 5 minutos. La mitad de concentracion necesité el doble de
tiempo para disolver la misma cantidad de tejido. A pH 12 y 9, se han descrito
diferencias significativas entre la capacidad de disolucion del 5,25% y 2,6% NaOCl,
disolviendo mas tejido la mayor concentracién de NaOCI. Pero cuando desciende el pH a

6, no hay diferencias en la pérdida de peso de tejido entre las dos concentraciones (87).

En cambio, en las soluciones recolectadas en las que el NaOCl y el EDTA estaban
mezclados si se observé un descenso del pH inmediato debido a que el EDTA tiene un pH
de aproximadamente de 8,5 a diferencia del HEBP, que es de 11. Este hecho fue también
observado por Irala y cols (67) cuando se mezclaba el EDTA con el NaOCl a igual
volumen pero a las 48 horas de realizar el experimento. En cambio, el pH no varié en las
soluciones donde el volumen del EDTA era superior al del NaOCl. También Biel y cols
(172) observaron esta reduccion del pH al mezclar altas concentraciones de NaOCI (5%)
y NasEDTA (18%). En cambio, con concentraciones menores de Na4sEDTA (3%), la

reduccion del pH se producia un poco mas tarde, a los 10 minutos.

En nuestro estudio cuando se combiné de forma independiente el NaOCl y el
EDTA, el pH final de la mezcla recolectada (pH=9,47) en proporcién 2:1 fue menor que el
pH inicial del 3% NaOCl (pH=12,81). En cambio, cuando se combiné de forma
independiente el NaOCl y HEBP, el pH final de la mezcla recolectada (pH entre 12,6-
12,7) se mantuvo estable coincidiendo con Biel y cols (172) y Tartari y cols (39). Mas
tarde, estos mismos autores (84) vieron que el pH de las mezclas de las soluciones

NaOCl con EDTA variaba a lo largo de un dia cuando la sal que se emplea es la
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tetrasodica del EDTA independientemente de su concentracion (10 o 20%). En cambio,
con la sal trisédica (17% EDTA), el pH de la mezcla se mantiene estable, pero hay una
brusca reduccion del cloro libre a diferencia de la sal tetrasddica que es mas gradual
pero presentando una reducciéon completa después de 24 horas. Asimismo, Irala y cols
(67) observaron que el pH de las soluciones mezcladas NaOCI con EDTA en proporcion
1:1 disminuyé a las 48 horas, de 10 a 8, pero no ocurri6 esto en las soluciones en las que
la proporcién de EDTA era mayor que la del NaOCI (1:3), posiblemente debido a la
reduccion de los iones negativos disponibles del NaOCl. Esta diferencia en el
comportamiento de los dos quelantes estudiados es debida a que el EDTA (pH=8,57) es
un acido fuerte y en cambio, el HEBP es débil (pH aproximadamente de 11) habiendo
diferencia en sus pH iniciales, siendo el de HEPB mas préximo al de NaOCl por lo que el

HEBP no afecté practicamente al pH del NaOCL.
c. Temperatura y presencia de precipitado.

Coincidiendo con otros autores (38, 168, 171, 172) en esta tesis doctoral se
observd una reaccion exotérmica y la formaciéon de burbujas debido a la formacién de
cloro gas en la solucién recolectada donde NaOCl y EDTA se habian mezclado. Este
aumento de la temperatura ha sido ya anteriormente descrito por Biel y cols (172)
quienes lo observaron al minuto de mezclar NaOCl y Na4EDTA a altas concentraciones
de (5% y 18% respectivamente); sin embargo, al mezclar 5% NaOCl con una
concentracion menor del Na4EDTA (3%), el aumento de temperatura se produjo mas
tarde, a los 10 minutos de la mezcla, siendo superior y alcanzando casi los 502C. En
contra, en aquellos grupos en que se mezclaban las diferentes concentraciones de
Na4EDTA con 1% NaOCIl no se observé aumento de temperatura. Prado y cols (168)
detectaron la presencia de burbujas con concentraciones de NaOCl igual o superior a 1%
mezcladas con 17% EDTA. En soluciones mezcladas de 0,16% NaOCl con 17% EDTA este

hecho no fue observado.

En cambio, no se ha observado en esta tesis doctoral ninguna reaccion
exotérmica ni formacién de burbujas al mezclar el NaOCl con el HEBP, coincidiendo con
otros autores (172). Ademads, y a diferencia de Prado y cols (168), también se ha
observado la presencia de un precipitado de la sal al mezclar el NaOCl con el EDTA, no

en la solucidn recolectada sino en el filtro donde se colocaba el tejido a disolver.
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Futuros estudios son necesarios para evaluar los efectos de esta combinacion de
irrigantes (NaOCl y quelantes) con flujo continuo alternante sobre la dentina
(eliminacion de barrillo dentinario, propiedades fisico-mecanicas y adhesivas), asi como
su efectividad antimicrobiana. Ademas, ya que se ha descrito que la dentina influye de
forma negativa en la capacidad de disolucion de tejido del NaOCl (73, 203) ya que al
poseer alta concentracidon de carbonatos presenta un efecto buffer sobre la solucion y
una reduccion del cloro libre, pero no renovaron ni refrescaron las soluciones. Seria
también interesante conocer el efecto de la presencia de dentina sobre la capacidad de
disoluciéon de esta combinacién de irrigantes mediante flujo controlado. De hecho,
autores que renovaron la soluciéon (aunque cada 6 minutos) no observaron cambios en

la capacidad de disolucion del NaOCl en presencia de dentina (53, 111).
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9. CONCLUSIONES
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Teniendo en cuenta las limitaciones de nuestro estudio in vitro, en el que se ha
utilizado tejido pulpar bovino en contacto directo con las soluciones sin ser sumergido
sino sometido a un flujo controlado y teniendo precauciones en la extrapolacién de los

resultados a la clinica, podemos concluir que:
1. En cuanto a la disolucion del tejido:

1.1. La capacidad de disolucién de las soluciones aisladas de NaOCl depende

directamente de su concentracion.

1.2. La renovacion constante de las soluciones permite una disolucién progresiva

de tejido a lo largo del tiempo.

1.3. El Na2EDTA y el NasHEBP al 18% dispensados bajo un flujo controlado

alternante no inactivaron la capacidad de disolucion del NaOCI.

1.4. El Na4sHEBP al 9% fue el Uinico quelante que redujo la eficacia del NaOCl a los

2y 5 minutos.

1.5. El agua destilada puede ser considerado una soluciéon adecuada como control

negativo puesto que no disolvié tejido pulpar bovino a lo largo del tiempo.
2. En cuanto al contenido de cloro libre:

2.1. La disolucidn del tejido no afect6 al contenido del cloro libre de las soluciones

de NaOCl renovadas constantemente.

2.2. La mezcla del NaOCl con cualquiera de los dos quelantes produjo una

reduccidn del cloro libre, siendo méas pronunciada con el Na;EDTA.
3. En cuanto al pH, temperatura y presencia de precipitado:

3.1. El pH de las soluciones de NaOCl dispensadas de forma aislada no sufrié
descenso al estar en contacto con el tejido mediante un flujo constante de las soluciones

que permite su renovacién continua.

3.2. El1 Na2;EDTA al ser mezclado con el NaOCI produjo una reduccion del pH, una
reaccion exotérmica con formacién de burbujas y un precipitado que pudiera tapizar las

paredes dentinarias.
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Entendemos que la relevancia clinica de nuestro estudio es que a la vista de los
resultados obtenidos parece factible la combinaciéon de NaOCl con un agente quelante,
bien sea fuerte o débil, de forma alternante controlando su flujo durante la
instrumentaciéon lo que permitiria disolver al mismo tiempo la materia organica e
inorganica y asi permitir que los detritus producidos durante la conformacién de los
conductos radiculares no se vayan acumulando en las paredes dentinarias ni en las
irregularidades del sistema de conductos. Lineas de investigacidn futuras son necesarias
para esclarecer el efecto de este tipo de combinaciéon sobre la dentina y sobre las

bacterias.
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11. ANEXOS
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11.1. ANEXO DE ICONOGRAFIA.

Fig.1. (A) Segundo premolar superior con necrosis pulpar periodontitis apical
sintomatica. (B) Control a 3 afos de la endodoncia realizada, asintomatica y con

aparente curacion radiografica.

Fig.2. Imagenes de UCT de un molar inferior tomadas de Zhao y cols, 2014 (10). (A)
Anatomia interna original de un molar inferior (color rojo). (B) Instrumentacién del
sistema de conductos radiculares del molar inferior con Protaper Next® (Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Switzerland) (color verde). (C y D) Superposicion de areas
instrumentadas (color verde) y no instrumentadas (color rojo) donde se observa areas

intactas, sobre todo en los conductos distales.

Fig.3. (A) Irrigacién con hipoclorito de sodio en el interior del conducto mediante
jeringa con la aguja doblada a longitud trabajo menos 1 mm. (B) Presencia de burbujas
en la camara pulpar debido a la acciéon del hipoclorito de sodio sobre la materia

organica.

Fig.4. Detritus creados por la lima rotatoria Protaper Next® X2 (Denstply Maillefer,

Ballaigues, Switzerland) tras conformar el sistema de conductos radiculares.

Fig.5. Imagenes de YUCT de raices mesiales de molares inferiores tomadas de Paque y
cols, 2009 (12) y De-Deus y cols, 2014 (13). (A) Superposiciéon de la acumulacién de
restos dentinarios (drea gris) al instrumentar raices mesiales de molares inferiores con
el sistema Protaper® Universal (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland) sin
irrigacion sobre la anatomia original de los conductos radiculares (12). (B) Presencia de
restos dentinarios en el istmo y en areas instrumentadas. (C) Presencia de restos
dentinarios después de instrumentar con lima Reciproc® R25 (VDW GMBH, Munich,
Germany) con movimiento reciprocante e irrigar de forma convencional con NaOCl

seguido del quelante EDTA (13).

Fig.6. Presencia de precipitado en la pared dentinaria al mezclar el NaOCl con CHX.

Imagen tomada de Arslan y cols, 2015 (33).

Fig.7. Tejido pulpar de un conducto palatino de un segundo molar superior.
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Fig.8. Composicion de la pulpa humana tomada de Hargreaves y cols, 2016 (42).

Fig.9. Reacciones quimicas en la disolucion de tejido pulpar con NaOCL A)
Saponificaciéon. B) Neutralizaciéon. C) Cloraminaciéon. D) Subproductos generados.

Imagen tomada de Varise y cols, 2014 (97).

Fig.10. Velocidad de disolucién de 4% NaOCl a diferentes temperaturas (C-20°C, T1-
45°C, T2-60°Cy T3-752C). Imagen tomada de Rossi-Fedele y cols, 2008 (61).

Fig.11. Representacion grafica de la forma del cloro libre en funcioén del pH del NaOCI

tomada de Baker, 1959 (110).

Fig.12. (A) Presencia de vapor lock al dispensar el irrigante con presion positiva en
dientes transparentizados. (B) Penetracion del irrigante en los conductos laterales

gracias a la activacion ultrasonica (125). Fotos cedidas por el Prof. César de Gregorio.

Fig.13. Penetracion longitudinal del irrigante a lo largo del conducto en diente
transparentizado mediante Endovac® (129). Fotos cedidas por el Prof. César de

Gregorio.

Fig.14. (A) Pared dentinaria recubierta por barrillo dentinario después de la
instrumentacion. (B) Eliminacién del barrillo dentinario con un agente quelante. Fotos

cedidas por Laura Rius.

Fig.15. Eliminaciéon de barrillo dentinario aplicando EDTA y HEBP a la superficie

horizontal de un disco de dentina. Imagen tomada de De-Deus y cols, 2008 (145).
Fig.16. Quijada bovina con sus dientes anteroinferiores.

Fig.17. Obtencidn del tejido pulpar bovino.

Fig.18. Estandarizacion del tejido pulpar bovino en dimensiones.

Fig.19. Distribucion de las muestras de tejido pulpar por grupos.

Fig.20. (A) Bomba de dispensacién. (B) Muestra de tejido pulpar bovino colocada en un
tubo de centrifugacion con un filtro interior al que previamente se le habia eliminado la
membrana porosa que posee para dejar pasar el irrigante. (C) Fijacion de las agujas al

tapdn del tubo de plastico donde se recolectan las soluciones dispensadas.

149



"Efecto del flujo controlado alternante de agentes quelantes Na,EDTA y Na,HEBP sobre la capacidad de disolucion del hipoclorito de sodio, NaOCI "

Fig.21. (D y E) Medicion del peso de tejido remanente en una balanza de precision
inicial y a los 2, 5 y 10 minutos de su exposicion a las soluciones, previamente lavados y

secados con papel absorbente.

Fig.22. Reactivos necesarios para hacer la valoraciéon yodométrica de las soluciones que

contienen NaOCI.
Fig.23. Valoracion del pH y de la temperatura de las soluciones recolectadas.
Fig.24. Evolucién grafica de la disolucién de tejido de los grupos experimentales.

Fig.25. Tejido pulpar bovino estandarizado con punch de biopsia tomado de Cullen y

cols, 2015 (53).
Fig.26. Molde plastico tomado de Al-Jadaa y cols, 2009 (63,64).
Fig.27. Diente transparentizado tomado de Malentacca y cols, 2018 (70).

Fig.28. Ranura artificial de 2x2x4 mm realizada con fresa redonda de 2 mm en un diente
previamente instrumentado y partido longitudinalmente en dos tomado de Conde y cols,

2017 (89).

Fig.29. Tejido pulpar humano con barra de dentina sumergido en soluciéon de NaOCl

tomado de Culleny cols, 2015 (53).

Fig.30. Presencia de tejido pulpar en conductos ovales donde se ha realizado la

preparacion quimico-mecanica tomado de De-Deus y cols, 2013 (50).

Fig.31. Correlacion entre el color de la punta de papel y la concentracion de NaOCl

tomado de Rechenbergy cols, 2014 (212).
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11.2. ANEXO DE TABLAS.

Tabla 1. Caracteristicas del irrigante ideal en endodoncia (2, 3).
Tabla 2. Clasificacion de las fibras nerviosas de la pulpa (42).
Tabla 3. Estudios de disolucion de tejido en los que se renueva la solucion.

Tabla 4. Media y desviacion estandar del porcentaje de tejido remanente en los grupos

control y experimentales a lo largo del tiempo.
Tabla 5. Cloro libre de las diferentes soluciones que contenian NaOCL.
Tabla 6. Temperatura final y pH inicial y final de los diferentes grupos.

Tabla 7. Tipos de tejido para estudiar la capacidad de disoluciéon de diferentes

soluciones.

Tabla 8. Parametros quimico-organicos evaluados en extractos de pulpa dental humana

y bovina tanto vital como necrotica tomados de Salas y cols, 2011 (43).
Tabla 9. Proporcién peso/volumen del tejido a disolver en soluciones.

Tabla 10. Estandarizacién del tejido pulpar bovino de los estudios sobre capacidad de

disolucion.

Tabla 11. Resultados de los estudios sobre disoluciéon de tejido en los que emplean

soluciones de NaOCl aisladas.

Tabla 12. Resultados de los estudios sobre disolucion de tejido en los que emplean

soluciones mezcladas de NaOCI con quelantes (EDTA o HEBP) mezclados.

Tabla 13. Reduccién del contenido de cloro libre en soluciones mezcladas de NaOCl con

agente quelante.

Tabla 14. Comparacidn en el porcentaje de pérdida de peso de tejido con el pH inicial y

final del NaOCI.
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11.3. ANEXO DE MERITOS.

Comunicacion oral en el XXXVII Congreso Nacional de la Asociacion Espaiiola de

Endodoncia (AEDE) en San Sebastian.

ALEDL Enpoboncia

DONROBERTO AZA GARCIA, con D.N.I.n® 02631951S, como Secretario- Tesorero de
la Asociacion Espafiola de Endodoncia (AEDE), debidamente inscrita en el Registro
Nacional de Asociaciones del Ministerio del Interior, en el Grupo1°, Seccién1a, Hoja
Registral nimero nacional172.439, porla presente,

CERTIFICA

Que Dfia. Natalia Navarrete Marabini ha asistido al XXXVII Congreso Nacional
.celebrado en San Sebastian del 28 al 30 de Septiembre de 2016, habiendo
presentadoy defendido la siguiente Comunicacién Oral:

“Andlisis de lainteraccion del dcido etidrénico con el hipoclorito s6dico en la
disolucion de tejido pulpar bovino mediante flujo controlado.”

Lo que certifica alos efectos oportunos, en Madrid, a 18 de Julio de 2017.

/.

Fdo..Roberto C. Aza Garcia.
Secretario-Tesorero de AEDE

habamt 3 Madr )16 Espafia - 1
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Comunicacion oral en el Congreso de la Asociacion Americana de Endodoncia en

New Orleans.

ORS7

Effect of the Alternate Delivery of Chelating Agents Under Controlled Flow on
the Pulp Tissue Dissolution Ability of Sodium Hypochlorite

N. Navarrete®, |. Macorra', T. Arias-Moliz’, A. Arias'

'Complutense University of Madrid, Spain; ‘University of Granada, Spain

Introduction: The purpose of this study was to evaluate pulp tissue-dissolution
ability of sodium hypoclorite (NaOCl) when alternated with etidronate (HEBP) and
ethylenediaminetretraacetic acid (EDTA) under controlled flow. Methods: Bovine
pulp was extracted from the lower incisors of ten bovine jaws (30-70 months old)
dissected after death. Pulp specimens were standardized in size (1x3x10 mm), blotted
dried and weighed using a hermetic precision electronic balance (initial weight (T0):
mean=31.98 mg, SD=1.18). Specimens from the same bovine jaw were randomly
assigned to two control (n=3 each) and four experimental groups (n=10 each): NC
(negative control/distilled water), PC (positive control/6%Na0Cl), G1 (3%Na0Cl),

G2 (3%NaO0Cl+17%EDTA), G3 (3%NaOCl+18%HEBP) and G4 (3%NaOCl+9%HEBP).
Distilled water and NaOCl were provided with a delivery pump under a continuous
controlled rate (1ml/min). A second pump alternately delivered either EDTA or HEBP
with a 30 seconds programmed interval at the same rate. Percentage of tissue weight
loss was calculated at 2, 5 and 10 minutes (T2, T5 and T10) and compared among
groups with ANOVA. Free available chlorine and pH were controlled at T0 and T10.
Results: No tissue was remnant in PC at T5. Tissue-dissolution was not observed in
NC. There were no significant differences in the percentage of weight loss among
experimental groups at any point in time. Some remnant tissue was found in G3
(1.4% + 2.4) and G4 (1.6% = 2.3) at T10, whereas nothing was left in G1 and G2.
Conclusions: EDTA and HEBP delivered alternately under controlled flow did not

JOE — Volume 43, Number 3, March 2017 el5
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Presentacion en formato Péster en el PhDay de la Facultad de Odontologia,

UCM.

EFECTO DEL FLUJO ALTERNANTE
DE AGENTES QUELANTES (EDTA Y HEBP)
SOBRE LA CAPACIDAD DE DISOLUCION DEL
HIPOCLORITO DE SODIO
NAVARRETE N., DE LA MACORRA JC., ARIAS A.

Departamento de Odontologia Conservadora y Prétesis.
Facultad de Odontologia, Universidad Complutense de Madrid.

JUSTIFICACION: No existen estudios que investiguen el efecto de estos agentes quelantes (Na,EDTA y Na,HEBP) sobre la
capacidad de disolucién del hipoclorito de sodio (NaOCI) en tejido pulpar bovino controlando el flujo de la irrigacion.

OBJETIVO: Determinar si el flujo controlado alternante del 17% Na,EDTA o 18% y 9% Na,HEBP afecta a la capacidad de
disolucién del 3% NaOCI sobre el tejido pulpar bovino.

MATERIALES Y METODOS

1. TEJIDO PULPAR BOVINO 2. CONSERVACION DEL TEJIDO 3. ESTANDARIZACION DEL TEJIDO

1x3x10 mm

T
Media 31,98 mg
DE=1,18

4. TAMANO MUESTRAL ] .
(N=46, RANDOMIZADO) 5. DISPENSACION CONTROLADA

control (n=3

RESULTADOS
e S m

[
' Disolucién parcial

10 t
8 minutos, . (pardida de peso 0 porcentafe Ge peto remanente)

Grupos Control (T | (Ts) (T10)

NC: Agua destilada |

minutos
(12)

4962143 DISOLUCION CE TEJICO
| 62: 3% NaOCI - 17% NaEOTA | 823278 |
[ G3: 3% NaOCI - 18% NaHEBP | S8+ 10.7

G4: 3% NaOCI - 9% Na. HEBP 623279

Tabla 2. Per

No existen diferencias significativas (p > 0,05) entre los
grupos experimentales en ninguno de los tiempos.

CONCLUSION: EDTA y HEBP no alteraron la capacidad de disolucion del NaOCI sobre el tejido pulpar bovino, cuando se utilizaron bajo un
flujo continuo controlado. RELEVANCIA CLINICA: Poder usar de forma alternante el NaOCl y el quelante durante la instrumentacion.

154



"Efecto del flujo controlado alternante de agentes quelantes Na,EDTA y Na,HEBP sobre la capacidad de disolucién del hipoclorito de sodio, NaOCI "

&SN op 2iquiaIdIp ap 0Z ‘PUPEIN

&
zﬁe oé@

R muo..rnUEOOu:va ap asuan|dwo) pepisisAlun
NS 30pelojoo ap eeNnas3 e| ap Jo. 2110

Jod

§

’@ﬁ el a

¢VION3IO V1 N3 T3dvd IN 3 1vNO?
S&._Q.cog N3 NOIOVOILSIANI V1 30 TYNLOV NOIOVNLIS

oo
N Jﬂu_db,dblm l@/.\)q ATO 7\0/\d\ )Ow)%@ymjmjﬂ.

431S0d JOrdiN OlN3dd

ejbojojuopQ ap pejnoe4 Aequd |

uuuuuu
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

oavydo.Llood

34 v1an2s3 eibojojuopQ >mn : m

Premio al mejor Péster en el PhDay de la Facultad de Odontologia, UCM.

155



“Efecto del flujo controlado alternante de agentes quelantes Na,EDTA y Na,HEBP sobre la capacidad de disolucién del hipoclorito de sodio, NaOCI *

Ponencia sobre los factores que afectan a la irrigacion en el XIV Simposium

Nacional de Endodoncia celebrado en Madrid.
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