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RELACION DE FIGURAS Y TABLAS
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FIGURA 1. Estructura anatdmica externa de un incisivo central superior y de un primer molar superior, muestra en ellas la corona, cuello

y raiz.

FIGURA 2. A) Esquema de un canino inferior, en el que es posible observar, la relacién de la pulpa con la dentina que la circunda, y con

los tejidos periapicales a través del foramen apical. B). microfotografia del complejo dentinopulpar, dentina D) pulpa P) (Soares, et. al.,

2003).
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FIGURA 3. Microfotografia de fibroblastos pulpares (Camelo M, 2011).
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FIGURA 4. Cemento radicular. Imagen histolégica del ligamento periodontal, cemento y dentina. Lp: Ligamento periodontal. C: Cemento

radicular. D: Dentina (Soares, 2002).

FIGURA 5. Tejidos periapicales. Microfotografia que muestra los diferentes tejidos periapicales sanos. D: dentina, CC: cemento celular,

PL: ligamento periodontal, NB: paquete vasculonervioso, SP: hueso esponjoso, AB: hueso alveolar, RC: conducto radicular (Nair, 2000).

FIGURA 6. Ligamento periodontal. Micrografia de la luz de ligamento periodontal humano. Mostrando la red de fibras colagenas que se

interpone entre el cemento radicular (C) y la pared del surco periodontal (B) (Beertsen, 1997).
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FIGURA 7. Microfotografia de las células madre o progenitoras del ligamento periodontal (PDLSCs), observadas mediante

inmunofluorescencia indirecta (Nieto et. al., 2010).

FIGURA 8. Terapéutica endodéntica (Salto M, 2012).
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FIGURA 9. El hipoclorito de sodio existe en forma de sal pentahidratada NaClO, 5 H,O y con 2,5 moléculas de agua de hidratacién por

molécula: NaOCl, 2,5 H,O (Berthollet, 1785).
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FIGURA 10. Molécula de gluconato de clorhexidina (Polaco C, 2011).

FIGURA 11. El agua ozonizada a demostrado ser un agente que aumenta la oxigenacion local suprimiendo e inhibiendo la proliferacion

bacteriana (Martinez A, 1990).

FIGURA 12. Aparato generador de Ozono por descarga en corona.
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FIGURA 13. Generador de Ozono Primo LOGO3 por plasma.
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FIGURA 14. El agua alcalina antioxidante, purifica nuestro organismo y nuestra sangre, eliminando los desechos, residuos y toxinas.

FIGURA 15. Microfotografia de las células Progenitoras del ligamento periodontal (PDLSCs), observadas mediante inmunofluorescencia

indirecta (Nieto et. al., 2010).
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GLOSARIO

ENDODONCIA:

La endodoncia, como conjunto de conocimientos metddicamente formado y ordenado,
constituye una ciencia, integrada en las ciencias de la salud. Su objetivo comprende el
estudio de la estructura, morfologia, fisiologia, patologia de la pulpa dental, y de los tejidos

perirradiculares (Canalda et. al., 2001).
ENDODONCIA REGENERATIVA:

Es el nuevo campo de la endodoncia que consiste en la regeneracion de la estructura

dental y la revitalizacion de los dientes (Murray et. al., 2004).
IRRIGACION:

Lavado y aspiracién de todos los restos y sustancias que pueden estar contenidos en la
camara pulpar o conductos radiculares siendo uno de los procedimientos mas importantes

durante la terapia endodontica (Lasala, 1993).
HIPOCLORITO DE SODIO:

Es un liquido claro, palido, verde amarillento, extremadamente alcalino y con fuerte
olor clorino, que presenta una accion disolvente sobre el tejido necrotico y restos organicos

y ademas es un potente agente antimicrobiano (Mhera, 2000).

C.D. LILIANA SALTO MALDONADO Pagina 11



“EFECTO DE IRRIGANTES EMPLEADOS EN ENDODONCIA SOBRE LA VIABILIDAD DE CELULAS PROGENITORAS
DEL LIGAMENTO PERIODONTAL”

CLORHEXIDINA:

La clorhexidina, pertenece al grupo de antisépticos bisbiguanidicos, de una molécula
simétrica, compuesta de dos anillos clorofendlicos y dos grupos de biguanida conectados
por un puente central de hexametileno. Es una base fuerte y dicatidnica con niveles de pH

> 3.5, con dos cargas mas a cada extremo (Schiott, 1970).

EL AGUA OZONIFICADA:

El ozono es la forma alotropica del oxigeno, ésta se forma cuando dos atomos del oxigeno
estable, son excitados y se convierten en tres &tomos de oxigeno activo e inestable, con un
poder germicida de amplio espectro, capaz de eliminar y destruir bacterias, virus, hongos y

esporas (Kuchel et. al., 1997).

AGUA ALCALINA:

Es una sustancia inodora, incolora, transparente, con ligero sabor salino. El potencial del
hidrogeno (pH) fluctta de 9 a 11, esto denota su gran alcalinidad. Su capacidad
antioxidante se comprueba por su elevada carga eléctrica negativa desde -100 hasta -900

milivoltios.

LAS CELULAS PROGENITORAS:

Se han definido como células clono génicas, con un amplio potencial de auto renovacién
(definida como la capacidad de generar al menos una célula hija con caracteristicas
similares a la célula de origen, manteniéndose al mismo tiempo en un estado
indiferenciado), asi como la elevada capacidad de proliferacion (dividirse sin cambiar su

fenotipo celular indiferenciado) y su potencial de diferenciacién (potencial para modificar el
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fenotipo de la célula de origen en distintos tipos celulares, diferentes al tejido embrionario,
originando diversas lineas celulares como medula 6sea, sangre periférica, cerebro, piel,

pulpa dental y ligamento periodontal, entre otros) (Fuchs et. al., 2002).
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RESUMEN

El éxito del tratamiento endododntico, estd directamente influenciado por la eliminacion de
los microorganismos en los conductos radiculares, esto se logra utlizando agentes
antimicrobianos como irrigantes, medicacion intraconducto y un sistema de obturacion
adecuado. El hipoclorito de sodio, y la clorhexidina son materiales empleados

frecuentemente como medios de irrigacion de los conductos radiculares.

A través de diversas revisiones en revistas cientificas, fuentes bibliograficas como libros y
fuentes electronicas, se pretende encontrar la metodologia mas adecuada, para conocer el
posible dafio en las células progenitoras del ligamento periodontal (PDLSCs), cuando de

manera accidental este irrigante se extruye a los tejidos periapicales.

Esta revisién contemplé también, un analisis relacionado con la citotoxicidad generada en

componentes celulares en contacto con las soluciones de irrigacion sugeridas.

Con todo esto, se intenta comprobar que la viabilidad de las PDLSCs, y que no se vean
afectadas con el empleo de agua ozonizada y agua alcalina, en relaciéon con la clorhexidina

e hipoclorito de sodio.
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PALABRAS CLAVES

Irrigantes en endodoncia, viabilidad celular, células del ligamento periodontal (PDLSCSs).
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INTRODUCCION

El objetivo mas importante del tratamiento endodontico, es reducir al minimo el numero de
microorganismos Yy residuos patdgenos en el sistema de conductos, para prevenir o tratar

una periodontitis apical.

El éxito del tratamiento endoddntico esta directamente influenciado por Ia
eliminaciéon de los microorganismos en los conductos infectados, esto se logra con
agentes antimicrobianos como soluciones irrigantes, medicamentos intraconducto y

sistemas de obturacion adecuado.

Enfocaremos nuestra atencién al proceso de irrigacion, el cual se define como un lavado y
aspiracion de todos los restos y sustancias, que pueden estar contenidos en la camara
pulpar y conductos radiculares, siendo este procedimiento de los mas importantes durante

la terapia endodontica (Lasala, 1992).

El hipoclorito de sodio, y la clorhexidina son materiales empleados frecuentemente como

medios de irrigacion de los conductos radiculares.

Se establecera, la metodologia mas eficaz, para conocer el grado de dafio ocasionado en
las PDLSCs, cuando estas soluciones irrigantes, a diferentes concentraciones, son

extruidas en los tejidos periodontales.

El hipoclorito de sodio, posee, una accion antimicrobiana, puesto que inhibe las enzimas

esenciales de las bacterias por medio de oxidacion.
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La accién bactericida y de disolucién del hipoclorito de sodio, pueden ser modificadas por
tres factores: concentracion, temperatura y PH de la solucion, sin embargo al aumentar la

concentracion, aumenta la eficacia y por tanto, la citotoxicidad.

La extrusion del hipoclorito de sodio mas all4 del apice, ocasiona ciertas complicaciones,
destacando: la necrosis de los tejidos, la inflamacion tisular, reabsorcion externa,
equimosis, presencia de hematomas tisulares, sangrado intersticial, complicaciones
neuroldgicas, entre otras. Por consiguiente, los cambios que se suscitan en el espacio

pulpar impactan directamente a los tejidos apicales.

No existe una solucién irrigadora ideal, se deberan combinar dos 0 mas para conseguir el
éxito del tratamiento, ya que ninguna de las soluciones irrigantes disponibles actualmente,

cumple con los requisitos de ser altamente eficaz.

De acuerdo a lo anteriormente citado, se pretende exponer, la mejor metodologia para
estudiar el posible reemplazo del hipoclorito de sodio y la clorhexidina (ampliamente

utilizados, como soluciones irrigantes, en tratamientos de conductos radiculares).
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ANTECEDENTES

GENERALIDADES DEL DIENTE

El vocablo diente, es el nombre genérico que designa a la unidad anatémica de la
dentadura, sea cual fuere la posicion que guarda en las arcadas. Para identificar cada
pieza dentaria en particular, se agrega un adjetivo, que especifica su funcién

correspondiente.

Asi se tiene: diente incisivo, diente canino, diente premolar y diente molar (Esponda, 1994).
Los dientes son formaciones ectodérmicas duras, resistentes, implantadas por sus raices
en los alvéolos de la maxila y de la mandibula, destinados a dividir los alimentos solidos

para constituir el bolo alimenticio (Latarjet et. al., 1997).

DESCRIPCION GENERAL Y CONSTITUCION ANATOMICA

ASPECTO EXTERIOR
Todos los dientes se componen estructuralmente por: corona, cuello y raiz.
CORONA

Se encuentra cubierta por el esmalte. La corona tiene una forma cuboidea. En las
superficies de las distintas caras de la corona forman eminencias, depresiones y surcos.
En los incisivos y caninos, la corona tiene cinco caras y bordes cortantes, los cuales

reciben sus nombres de acuerdo a la ubicacién (Figura 1).

CUELLO
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Parte intermedia entre la corona y la raiz donde se fija la encia (Figura 1) (Latarjet et. al.,

1997).

RAIZ

Esta puede ser Unica o multiple, de forma conica, color amarillento, superficie rugosa, se
hunde en los alveolos dentarios. La raiz es la parte del diente cubierta por cemento y
alojada en los alvéolos. En general de forma coénica, se distinguen una base, cuerpo,
vértice 0 apice. La raiz es habitualmente algo mas larga que la corona, su volumen es

variable. Pueden presentar surcos o elevaciones extendidas o prominencias (Figura 1)

(l atarint at Al 100Q7)
[=TCATUA AL "I ) " = Y Y L\.I\.I’}-

.ﬂ?’*
CUELLO { r

CORONA

RAIZ

FIGURA 1. Estructura anatémica externa: corona, cuello y raiz de un incisivo central superior y de un primer molar

superior (Salto M, 2012).

ESTRUCTURA DEL TEJIDO DENTARIO

Los dientes estan formados por cuatro clases de tejidos. Tres de estos tejidos son duros,
mineralizados, y constituyen la cubierta del cuarto tejido, llamado pulpa. Este es un
tejido blando cuya funcién y aspecto, da caracteristicas de ser la expresién mas real de la
vitalidad. Esta situado dentro del diente en la porcion central y en una cavidad, la cual

recibe el nombre de cAmara pulpar. Los tres tejidos mineralizados del diente son, por
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orden decreciente de dureza: esmalte, dentina y cemento. Cada uno de éstos es mas

duro que el tejido 6seo (Esponda, 1994).

ESMALTE

El esmalte o sustancia adamantina, es una matriz extracelular altamente mineralizada y de
escaso metabolismo, que se forma por sintesis y secrecién de unas células llamadas
ameloblastos, que desaparecen cuando el diente hace erupciéon en la cavidad bucal. El
esmalte consta de un 95% de materia inorganica y esta constituido fundamentalmente por

cristales de hidroxiapatita (Gomez de Ferraris et. al., 2008).

DENTINA

La dentina consiste, en una matriz organica mineralizada, dominadas por un esqueleto
colageno entramado por tubulillos dentinarios, contiene numerosos polipéptidos y
moléculas sefializadoras colocadas en una matriz mineralizada (Andreasen et. al., 2010).
Compuesta por un 70% de cristales inorganicos de hidroxiapatita, y un 20% de fibras de

coldgena, también contiene proteinas, asi como un 10% de agua.

Puede ser clasificada como primaria, secundaria o terciaria, segun el tiempo de desarrollo y
de las caracteristicas histologicas del tejido (Estrela, 2002). La dentina primaria esta
compuesta por la dentina del manto y por la dentina circumpulpar, que se deposita hasta el
momento en que el organo dentario finaliza su erupcion y entra en contacto con su

antagonista.
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PULPA

La pulpa dentaria puede ser definida como un tejido conjuntivo laxo especializado, de
origen mesenquimatico, circundado por paredes de dentina, ocupa la camara pulpar y los
conductos radiculares (Figura 2). La pulpa esta formada por un 75% de agua y un
25% de material organico. Este Ultimo, esta constituido por células y una matriz extracelular

representada por células o sustancia fundamental (Soares et. al., 2002).

La especializacion del tejido conjuntivo de la pulpa, se debe a las células dispuestas en su
periferia: los odontoblastos, responsables de la formacién de la matriz organica de la
dentina, que se mineraliza y recubre la pulpa. Esta relacion de interdependencia entre

dentina y pulpa hace de este tejido un complejo dentino-pulpar (Estrela, 2002).

Las células predominantes en la pulpa son los fibroblastos, los cuales aparecen como
células ahusadas o estrelladas con nucleos ovalados y estan dispersos uniformemente,

excepto en la capa subodontoblastica (Andreasen et. al., 2010).
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FIGURA 2. A) Esquema de un canino inferior, en el que es posible observar la relacion de la pulpa con la dentina que la
circunda y con los tejidos periapicales a través del foramen apical. B) microfotografia del complejo dentina D) pulpa P).

(Soares et. al., 2002).

POBLACIONES CELULARES DE LA PULPA NORMAL

En la pulpa existe una poblacién celular muy heterogénea, que varia en densidad, segun
las distintas zonas de la misma, tales como odontoblastos, células mesenquimatosas

indiferenciadas y fibroblastos, entre otros.

FIBROBLASTOS

Estas células presentan un contorno fusiforme, con gran desarrollo de las organelas que
intervienen en la sintesis proteica (Figura 3). El nacleo generalmente es eliptico y exhibe

uno o dos nucléolos.

Son las células, mas abundantes del tejido conectivo pulpar, especialmente, en la corona,
donde forman la capa denominada rica en células. Los fibroblastos secretan los
precursores de las fibras colagenas reticulares y elasticas, asi como la sustancia

fundamental de la pulpa (Gomez de Ferraris et. al., 2008).

————————— ————
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FIGURA 3. Microfotografia de fibroblastos pulpares (Camelo M, 2011).

CELULAS MESENQUIMATOSAS INDIFERENCIADAS DEL ORGANO PULPAR

Generalmente, se ubican en la region subodontoblastica o en la proximidad de los capilares
sanguineos, por lo que, suelen denominarse células perivasculares o pericitos. Esta

variedad celular esta estrechamente vinculada a la microvasculacion pulpar.

Las células mesenquimétosas indiferenciadas del periapice, son las que pueden dar lugar
a las distintas lineas celulares: fibroblastos, osteoblastos, cementoblastos y ocasionalmente
odontoblastos, como respuesta bioldgica ante determinadas situaciones clinicas. Este
tejido especializado periapical, se diferencia del conectivo periodontal, por una gran
capacidad de regeneracion celular (Gomez de Ferraris et. al., 2008). Recientemente se han
identificado células madre o progenitoras de la pulpa dental, las cuales han sido aisladas
de la pulpa dental postnatal. Las células expresan varios marcadores relacionados con el
endotelio y el musculo liso, como VCAM- 1 molécula de adhesion celular vascular- CD146

y actina a de musculo liso. En la actualidad se estan investigando nuevos marcadores
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Gtiles para identificar las células madre in situ, para su aislamiento y su purificacion ex vivo

(GOmez de Ferraris et. al., 2008).

ANATOMIA DEL PERIODONTO

El periodonto, es el conjunto de estructuras tisulares que protegen y soportan los dientes.
Esta formado basicamente por la encia, el cemento radicular, el hueso alveolar y el
ligamento periodontal (Figura 5) (Lindhe et. al., 2005). Estos tejidos conforman la unidad
de desarrollo, biolégico y funcional, conocida como periodonto de insercion, la cual
experimenta cambios morfolégicos relacionados con la edad, con alteraciones funcionales
y con el medio bucal. La funcién principal del periodonto, consiste en unir y mantener el
diente al tejido 6seo de los maxilares (Soares et. al., 2002; Lindhe et. al., 2005; Carranza
et. al., 2004). El periodonto de insercion, forma una unidad funcional y evolutiva durante las
diferentes etapas de la vida. Su formacion, se procede simultaneamente a la formaciéon de
los dientes a partir de las células mesenquimatosas del primer arco branquial, procedente

de la cresta neural (Lindhe ef. al., 2005).
ENCIA

Es la mucosa bucal, que protege y cubre por continuidad los procesos alveolares, donde
estan insertados los dientes. Su disposicion firme y festoneada alrededor de las coronas
dentarias, es consecuencia del soporte del tejido fibroso conectivo y el hueso que lo

compone. Se pueden distinguir 3 partes: (Lindhe et. al., 2005).

a) Margen gingival o encia libre marginal

b) Encia adherida o insertada
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c) Encia interdental

Se componen de un epitelio, con diferentes caracteristicas segun la zona anatémica, y de

un tejido conectivo (Lindhe et. al., 2005).

Se distinguen tres epitelios:

1. Epitelio gingival que se continua con el epitelio oral
2. Epitelio del surco gingival

3. Epitelio de union o adherencia epitelial

CEMENTO RADICULAR

Es una capa calcificada, que cubre la totalidad de la superficie de la dentina radicular. Su
origen embrioldgico, se encuentra en la capa que reviste el foliculo dental, por su dureza,
se asemeja al hueso, pero no contiene vasos sanguineos ni una inervacién. Su grosor no
es uniforme. Su formacion es continua e indefinida, con una capa no calcificada o

precemento, el cual contiene fibras de Sharpey.

Su funcion principal es el soporte del diente y la participacion en la reparacion de lesiones

(Figura 4) (Soares, 2002).

Se distinguen 2 tipos de cemento: (Berkovitz et. al., 1977).

Acelular o primario: formado antes de la erupcion completa del diente. Se localiza en los

dos tercios cervicales del diente y no contiene células.
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Celular o secundario: se forma posteriormente, mas irregular y situado en el area mas
apical del diente. Presenta células en lagunas, denominados cementocitos, que estan

intercomunicadas.

Las fibras colagenas que se observan, son las fibras de Sharpey (fibras extrinsecas), que
corresponden a la insercion de las fibras del ligamento periodontal en el cemento y que son
sintetizadas por los fibroblastos periodontales y fibras colagenas intrinsecas en la matriz del
cemento y que a su vez son sintetizadas por los cementoblastos que también producen la

sustancia fundamental a base de glicoproteinas.

FIGURA 4. Cemento radicular. Imagen histoldgica del ligamento periodontal, cemento y dentina. Lp: Ligamento

periodontal. C: Cemento radicular. D: Dentina (Soares, 2002).

CARACTERISTICAS DEL CEMENTO RADICULAR
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De menor dureza que la dentina y una permeabilidad que disminuye con la edad. El
cemento celular, es mas permeable, pero debido al menor grosor cervical y con la
frecuencia de recesioén gingival, se produce una eliminacién de éste, a consecuencia de la
abrasién ocasionada al exponerse la raiz al medio oral, quedando expuesta la dentina, al
ambiente directo de la boca. Existe en su composicion, una gran presencia de sustancia
inorganica en cuanto a peso y volumen al compararla con la sustancia organica. Hay zonas
calcificadas en forma de hidroxiapatita, que varian segun el punto que se considere. La
sustancia organica presenta, colageno tipo |. El limite del cemento, con el esmalte a nivel

cervical en la linea amelocementaria, es variable (Lindhe ef. al., 2005).

HUESO ALVEOLAR

El hueso alveolar, esta constituido por el hueso alveolar propiamente dicho y por el hueso
de soporte. El hueso alveolar, es una delgada capa de hueso compacto, que recubre al
alvéolo llamado también lamina dura, es producido por los osteoblastos del ligamento
periodontal y es un tejido especializado, que experimenta remodelaciones por resorcion y
aposicion 6sea durante toda la vida. El hueso de soporte que circunda y sustenta al hueso
alveolar del alveolo dental, esta constituido por las placas corticales vestibular y lingual de

hueso compacto y por el correspondiente tejido 6seo esponjoso o trabecular.

La irrigacion sanguinea del hueso alveolar, proviene de numerosas anastomosis

existentes entre las distintas arterias y conforman la unidad funcional que irriga los tejidos
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duros y blandos de los maxilares (Soares et. al., 2002; Lindhe et. al., 2005; Smulson et. al.,

1997).

FIGURA 5. Tejidos periapicales. Microfotografia que muestra los diferentes tejidos periapicales sanos. D: dentina, CC:
cemento celular, PL: ligamento periodontal, NB: paquete vasculonervioso, SP: hueso esponjoso, AB: hueso alveolar, RC:

conducto radicular (Nair, 2000).

LIGAMENTO PERIODONTAL

Esta formado por fibras conectivas, que unen la raiz dentaria al hueso alveolar para fijar el
diente al hueso y amortiguar las fuerzas que actuan sobre la corona (Figura 6). En la
proximidad del hueso alveolar y del cemento radicular, se encuentran estructuras
denominadas fibras de Sharpey, que se entrecruzan en el centro del espacio periodontal

(Soares et. al., 2002).

C.D. LILIANA SALTO MALDONADO Pagina 28




“EFECTO DE IRRIGANTES EMPLEADOS EN ENDODONCIA SOBRE LA VIABILIDAD DE CELULAS PROGENITORAS
DEL LIGAMENTO PERIODONTAL”

FIGURA 6. Ligamento periodontal. Micrografia de luz de ligamento periodontal humano. Mostrando la red de fibras

colagenas que se interpone entre el cemento radicular (C) y la pared del surco periodontal (B) (Beertsen, 1997).

Se distinguen diferentes grupos de fibras: (Soares et. al., 2002):

1. Fibras principales de colageno (Figura 6).
a) Fibras crestales o supracrestales: unen el cemento a la cresta alveolar y se
situan por debajo del epitelio de union.
b) Fibras horizontales, las cuales se extienden desde el hueso alveolar hasta el
cemento.
c) Fibras oblicuas, las mas numerosas, unen también el hueso alveolar y el
cemento radicular.
d) Fibras apicales que van, desde el cemento al fondo del alveolo.
2. Las fibras secundarias, agrupan fibras de colageno, que completan los haces

fibrosos, fibras de elastina y de oxitalan.

Estas ultimas se distinguen paralelas al eje axial al diente. Todo este conjunto fibroso, deja

una malla densa de colageno con unas funciones especificas:

1. Mecanicas:

a) union del diente al hueso

C.D. LILIANA SALTO MALDONADO Pagina 29



“EFECTO DE IRRIGANTES EMPLEADOS EN ENDODONCIA SOBRE LA VIABILIDAD DE CELULAS PROGENITORAS
DEL LIGAMENTO PERIODONTAL”

b) transmision de las fuerzas de oclusion al hueso
c) amortiguacion y resistencia de estas fuerzas
d) proteccion de las estructuras vasculo-nerviosas
2. Formativas:
Permite la posicion del diente mediante la erupcion, sostén, y movimiento. Existe
una remodelacién continua, entre procesos de resorcion y formacion.
3. Reparacion:
Capacidad de reparacion del hueso alveolar y del cemento.

4. Nutritiva y sensorial:

Aporte de nutrientes por la vascularizacion al hueso alveolar, al cemento y a la encia. La
inervacion por los mecano-receptores, mantienen una sensibilidad propioceptiva y tactil de

autocontrol de la masticacién, por un mecanismo neuromuscular (Soares et. al., 2002).

VASCULARIZACION E INERVACION DEL LIGAMENTO PERIODONTAL

La red vascular, procede de las arterias alveolares superior e inferior correspondientes, que
forman un plexo vascular; también participan vasos gingivales, a través, del periostio, que
son ramas de las arterias lingual y palatina. Otra via distinta, es a través, de las paredes

alveolares por arterias de los septos alveolares.

Las venas no acompanan a las arterias. Estas penetran en las paredes alveolares,

formando una red intraalveolar con anastomosis de venas gingivales (Berkovitz et. al.,
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1977). La inervacion, es rica en fibras nerviosas sensitivas, que transmiten estimulos de
presion, tacto y dolor. Estas aferencias, se conducen por ramificaciones periodontales,
hacia el nervio dentario, asi como ramificaciones laterales, por la pared 6sea al nervio
intraalveolar. El tronco nervioso, es el trigémino que transfiere las sensaciones, hacia

centros neuroldgicos superiores.

MATRIZ EXTRACELULAR DEL LIGAMENTO PERIODONTAL

Su composicidn es similar a la encia, con 60% de haces de fibras de colageno. Las
funciones también son comunes: control de la sintesis y orientacion de las fibras de
colageno y captacién e intercambio de agua e iones: la diferencia principal, es que participa
en el mecanismo de erupcion del diente. Al parecer, la presion del liquido intercelular,
actuaria como presion hidrostatica de la vascularizacion, para la fuerza eruptiva del diente y
para su capacidad de sostén. Segun la funcidn que realice a las circunstancias ambientales
la composicion de proteoglicanos puede variar. Aumenta de forma significativa el nivel de
un proteoglicano hibrido, formado por condroitin sulfato y dermatén sulfato. Todos los
componentes de la sustancia amorfa, también son secretadas en su mayoria, por los

fibroblastos que ahi residen (Berkovitz et. al., 1977).

ELEMENTOS CELULARES DEL LIGAMENTO PERIODONTAL

Las células representativas son los fibroblastos. Estos al igual que los que se localizan en
la encia, tienen una alta capacidad de sintesis y metabolismo proteico, con una diferencia
en su estructura y relacién: contactos intercelulares del tipo de desmosoma simple y la
presencia de cilios que al parecer intervienen en el control del ciclo celular (Berkovitz et. al.,

1977).
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Estas poblaciones celulares dan lugar a los elementos celulares, que se encuentran en las
superficies del cemento y del hueso; cementoblastos, cementoclastos, osteoblastos vy

osteoclastos.

Todas ellas, proceden de un tronco celular comun, aunque con funciones distintas de
sintesis y degradacion. También, se pueden observar acumulos de células epiteliales que
corresponden a los restos epiteliales de Malassez, los cuales son vestigios de la vaina

radicular de Hertwig durante el desarrollo del diente.

Los fibroblastos del ligamento periodontal, presentan algunas diferencias con respecto a los
cementoblastos: un reticulo endoplasmico y aparato de Golgi mas desarrollados, con
mayor capacidad para sintetizar colageno, menor densidad y volumen, en particular, de

glucdgeno en su citoplasma (Yamasaki et. al., 1987).

Se pueden observar también células transitorias, como los macroéfagos, mastocitos vy

eosinofilos.

FIBROBLASTOS

Son células pleomorficas. En el estado funcional de reposo, se le llama fibrocito. El
citoplasma es escaso y a menudo dificil de identificar en secciones histologicas ordinarias.

En la forma activa madura, la célula se vuelve fusiforme y es ahora llamada fibroblasto.

El rasgo mas caracteristico, es el ahora extenso desarrollo del reticulo endoplasmatico

dilatado, siendo éste, el sitio de la sintesis de proteinas (Gabbiani et. al., 1981). Los
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fibroblastos, tienen una atraccidon quimiotéctica para coladgeno tipo I, Il, 1ll, asi como
también para péptidos derivados de colageno, con vinculacion de estos péptidos
directamente a los fibroblastos (Postlethwaite et. al.,, 1978). Su funcion principal, es
sintetizar y excretar los componentes principales del tejido conectivo; coldgeno, elastina y
proteoglicanos. El fibroblasto, también se ve involucrado, en la contraccion de heridas a
través de una célula especifica, llamada miofibroblastos, la cual presenta caracteristicas

tanto de fibroblastos como de células de musculo liso.

Otro elemento importante del ligamento periodontal, son las células mesenquimatosas
indiferenciadas del periapice también llamadas células progenitoras (Figura 7),
precursoras, stem cell, células troncales, entre otras, las cuales, pueden dar lugar a las
distintas lineas celulares: fibroblastos, osteoblastos, cementoblastos y ocasionalmente
odontoblastos, como respuesta biolégica, ante determinadas situaciones clinicas. Este
tejido especializado periapical, se diferencia del conectivo periodontal por una gran
capacidad reaccional. Recientemente, se han identificado células madre o progenitoras en
dicho tejido, las cuales juegan un papel muy importante en la regeneracion tisular periapical

(Goémez de Ferraris et. al., 2008).
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Figura 7. Microfotografia de células madre o progenitoras del ligamento periodontal (PDLSCs) observadas mediante

inmunofluorescencia (Nieto A, 2010).

GENERALIDADES DE LA ENDODONCIA

La endodoncia, como conjunto de conocimientos metodicamente formado y ordenado,
constituye una ciencia, integrada en las ciencias de la salud. Su objetivo comprende el
estudio de la estructura, morfologia, fisiologia, patologia de la pulpa dental, y de los tejidos

perirradiculares (Canalda et. al., 2001).

Integra las ciencias basicas y clinicas que se ocupan de biologia de la pulpa, etiopatologia,
diagndstico, prevencion y tratamiento de las enfermedades y lesiones de los tejidos

perirradiculares (Canalda et. al., 2001).

El objetivd mas importante de la terapéutica endoddntica: es reducir al minimo, el numero
de microorganismos y residuos patdégenos inmersos en el sistema de conductos, evitando

asi, una periodontitis apical (Grossman, 1970).

El tratamiento del conducto radicular (Figura 8); consiste en la eliminacion completa de la
pulpa que ha sufrido un dafio irreversible y de todo el tejido remanente, limpieza,
configuracion y obturacion del sistema del conducto radicular, de manera que se pueda
conservar el diente como una unidad funcional dentro del arco dental. Con respecto a la
preparacion biomecénica, existe diversidad de opiniones y conceptos a lo largo del

desarrollo de la endodoncia. El término biomecanica es introducido en endodoncia desde

1953, para designar el conjunto de intervenciones técnicas que preparan la cavidad pulpar

para su posterior obturacién (Basrani, 1999).
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FIGURA 8. Terapéutica endoddntica (Salto M, 2013).

Se sefiala, que la piedra angular, del éxito en el tratamiento de conductos, esta en el
cumplimiento de la llamada triada endododntica, compuesta por tres principios basicos:

asepsia, preparacion biomecanica y sellado apical (Ingle et. al., 1979).

Se denominé limpieza y conformacién, a la eliminacién de todo el sustrato organico del
sistema de conductos radiculares, asi como a la elaboracién de una forma determinada
dentro de cada conducto, para la recepcién de una obturacién hermética y tridimensional
en todo el espacio de estos, destacando la necesidad del desbridamiento, que consiste en

retirar del sistema de conductos radiculares, los irritantes existentes (Schilder, 1974).

Existe un gran numero de investigaciones al respecto, que determinan las mdltiples

dificultades implicitas en la limpieza de estos pequefios y complejos espacios.

La limpieza y conformaciéon de los conductos radiculares, esta condicionada por el estado
patolégico de la pulpa y de los tejidos perirradiculares, pero sobre todo por la anatomia

radicular (Schilder, 1974).
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La fase de instrumentacion del conducto radicular, siempre va acompafiada de la irrigacion.
Esta fase del tratamiento endoddntico, es muy importante, ya que nos ayuda a eliminar los
restos pulpares producidos por la instrumentacion, evitando de esta manera, la obstruccién
de dichos conductos. También nos ayuda a la antisepsia del conducto en casos de

conductos infectados.

Se han propuesto varias técnicas para facilitar la limpieza y conformacion del sistema de
conductos radiculares con irregularidades anatomicas. Algunas, preparan el conducto
desde la porcion coronaria y progresan hacia el apice y otras lo inician desde este Ultimo y
retroceden hacia la entrada del conducto. También, se ha propuesto la combinacion de

ambas técnicas (Canalda et. al., 2001).

IRRIGACION

Se define el proceso de irrigacién, como un lavado y aspiracién de todos los restos y
sustancias que pueden estar contenidos en la camara pulpar o conductos radiculares,
siendo uno de los procedimientos mas importantes durante la terapia endoddntica (Lasala,

1993).

FINALIDADES DEL PROCESO DE IRRIGACION (Leonardo, 1994).
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= Eliminar restos pulpares, viruta dentinaria y restos necréticos que pueden actuar como
nichos de bacterias, los cuales pudieran desplazarse a la region periapical produciendo
agudizaciones.

= Disminuir la flora bacteriana.

» Humedecer o lubricar las paredes dentinarias, facilitando la accién de los instrumentos.

= Eliminar la capa de desecho.

= Aumentar la energia superficial de las paredes del conducto, favoreciendo el contacto
de los medicamentos usados y permitir la retencion mecéanica de los cementos

obturados.

CARACTERISTICAS DEL IRRIGANTE IDEAL

Las soluciones Irrigantes, empleadas en la practica endodontica deben poseer ciertas

propiedades, para que ello de lugar al irrigante ideal (Leonardo, 1994):

= Solvente de tejidos o desechos
= Baja toxicidad

= Lubricantes

= Desinfeccion

= Eliminacién de la capa de desecho

HIPOCLORITO DE SODIO

El hipoclorito de sodio (Figura 9); es el compuesto halogenado, mas popular, que se ha
utilizado en endodoncia, como solucién irrigante en el interior de los conductos radiculares,

desde principios del siglo XX (Serper, 2004).
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FIGURA 9. El hipoclorito de sodio existe en forma de sal pentahidratada NaClO, 5 H,O y con 2,5 moléculas de agua de
hidratacién por molécula: NaOCI, 2,5 H,0. La primera forma es la mas conocida. A 0 °C se disuelven 29,3 g de la sal en

100 g de agua y a 23 °C ya son 94,2 g/100 (Berthollet, 1785).

DEFINICION

Liquido claro, pélido, verde amarillento, extremadamente alcalino y con fuerte olor clorino,
gue presenta una accioén disolvente, sobre el tejido necrético y restos organicos, ademas es

un potente agente antimicrobiano.

Se caracteriza, por ser un potente agente antibacteriano y tener un gran poder citotoxico.
Su principal funcién, es disolver los restos de tejido pulpar; es efectivo tanto en tejido vital,

como en tejido necrético (Mhera, 2000).

PROPIEDADES DEL HIPOCLORITO DE SODIO

Las propiedades del hipoclorito de sodio son (Canalda, 2001):

1. Tension superficial baja.
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2. Neutraliza los productos toxicos.

3. Accidn antimicrobiana.

4. Favorece la instrumentacion por su efecto humectante.

5. pH alcalino, alrededor de 12.

6. Deshidratacion y solubilizacion de las sustancias proteicas.

7. Accion detergente.

MECANISMO DE ACCION

Las acciones del hipoclorito de sodio, operan mediante tres mecanismos (Estrela et. al.,

2002).

a) Saponificacion, donde actia como un solvente organico que degrada los acidos grasos
hacia sales &cidas grasosas (jabon) y glicerol (alcohol); ademas reduce la tensién
superficial de la soluciébn remanente.

b) Neutralizacion, donde el hipoclorito de sodio, neutraliza aminoacidos formando agua y
sal.

c) Cloraminacion, la reaccién entre el cloro y el grupo amino forma cloraminas, que

interfieren en el metabolismo celular.

El cloro, posee una accion antimicrobiana, Inhibiendo enzimas esenciales, de las bacterias
por medio de oxidacion. La accion bactericida y de disolucién, pueden ser modificadas por

tres factores: concentracion, temperatura y PH de la solucion (Estrela, 2002).

COMPLICACIONES POR UN DERRAME
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= Dafo en la ropa, es probablemente el mads comun. La decoloracion de la ropa es

irreparable (Spencer et. al., 2007).

= Daifio ocular, el irrigante en contacto con los ojos del paciente o del operador, produce
de forma inmediata dolor, intensa sensacion de quemazon y eritema. Se puede
producir, la pérdida de las células epiteliales de la capa exterior de la cornea

(Hulsmann et. al., 2003).

= Dafio cutaneo; se describieron casos de lesiones en la piel, por escape del hipoclorito,
a través del margen del dique de goma. El paciente notific6 sensacién de quemazén
con posterior aparicion de erupcion cutdnea y, mas tarde, costras en la zona del

mentén (Spencer et. al., 2007).

= Daflo en la mucosa oral; si el paciente traga hipoclorito debe ser monitorizado y el
tratamiento debe ser urgente. Hauman y cols. 2003, estudiaron el efecto de la ingesta
de 10 ml de NaOCI al 5, 25%, durante 5 minutos en perros, concluyendo que esto,
ocasiona esofagitis caustica, motivo por el cual, estos investigadores sugieren que el

tiempo de contacto con el hipoclorito en mucosas, debe ser el minimo posible.

ALERGIA AL HIPOCLORITO DE SODIO

Esta reaccion es rara, pero es importante identificarla. Se presenta, generalmente, como
urticaria, edema, dificultad de respiracion, bronco espasmo e hipotension (Spencer et. al.,

2007).
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Estos autores, describen dos casos en que gracias a una correcta anamnesis, se sospecho
de una posible alergia al hipoclorito. Se realizaron pruebas cutaneas de alergia que dieron
un resultado positivo. En ambos casos se practicaron las endodoncias con Irrigantes

alternativos como solucion fisiologica y clorhexidina (Kaufman et. al., 1989).

COMPLICACIONES POR EXTRUSION DEL HIPOCLORITO, MAS ALLA DEL APICE

Ante esta situacion, se presentan manifestaciones clinicas entre las que destacan,
guemaduras quimicas y necrosis tisular, asi como, la presencia de inflamacion edematosa,
e inflamacion hemorragica, o ambas. También, puede existir, diseminacion de la
inflamacion en zonas mas alla de la region esperada. La aparicion subita de dolor, es una
caracteristica de dafio tisular. En el caso de accidentes de procedimiento, como,
perforacién del diente a tratar, puede escapar por esa zona el hipoclorito, provocando de
esta forma el contacto con los tejidos (Becking, 1991; Gatot et. al., 1991; Neaverth et. al.,

1990).

Puede haber una reabsorcion externa, o una sinusitis aguda, si existe afeccion del seno
maxilar como consecuencia de este accidente (Gernhardt et. al., 2004; Becking, 1991;

Kavanagh et. al., 1998).

Casos de presencia de equimosis, hematoma y sangrado intersticial, asi como,
complicaciones neurolégicas como parestesia 0 anestesia de los nervios afectos, se han

relacionado a consecuencia de la extrusion del hipoclorito de sodio (Mehra et. al., 2000).
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Otros estudios han revelado casos, donde existen complicaciones neuroldgicas
secundarias, debido también a la extrusion de hipoclorito, en los tejidos blandos faciales.
Las caracteristicas clinicas comunes fueron las parestesias del nervio facial (Witton et. al.,
2005; Becking, 1991), obstruccién en la via aérea superior, por inflamacién de la zona, o
por ingestion de hipoclorito. S6lo en los casos mas graves, la via aérea podria estar

comprometida (Bowden et. al., 2006).
FORMA DE PREVENCION

1. El odont6logo, debe diagnosticar correctamente cada caso, tanto clinica como
radiograficamente, tomando en cuenta la presencia de &apices inmaduros, la
reabsorcion radicular, perforaciones apicales, o cualquier otra condicién en que puede
resultar mas grande de lo habitual el foramen apical (Hauman et. al., 2003).

2. Usar babero de plastico para proteger la ropa del paciente

3. Proteccion de los ojos para paciente y operador

4. La utilizacién de un dique de goma para el aislamiento de los dientes en tratamiento
(Spencer et. al., 2007).

5. La presentacion de hipoclorito de sodio o bien otros Irrigantes en cartuchos; como los
de anestesia es potencialmente peligrosa y debe ser evitada (Pontes et. al., 2008).

6. Usar agujas para irrigacion con via de escape lateral, asi como llevar la aguja un
minimo de 2 mm menos que la longitud de trabajo, colocando un tope de goma con la
medicién adecuada (Spencer et. al., 2007).

7. La irrigacion debe realizarse lentamente, con movimientos suaves de la aguja, para
evitar la excesiva presion durante la irrigacion (Spencer et. al., 2007).

GLUCONATO DE CLORHEXIDINA
C.D. LILIANA SALTO MALDONADO Pagina 42




“EFECTO DE IRRIGANTES EMPLEADOS EN ENDODONCIA SOBRE LA VIABILIDAD DE CELULAS PROGENITORAS
DEL LIGAMENTO PERIODONTAL”

La clorhexidina, es el antimicrobiano mas estudiado y mas eficaz para la inhibicion de la

placa (Schroeder, 1969).

La clorhexidina, pertenece al grupo de antisépticos bisbiguanidicos, posee una
molécula simétrica, compuesta de dos anillos clorofendlicos y dos grupos de biguanida,
conectados por un puente central de hexametileno (Figura 10). Es una base fuerte

dicatidnica, su pH es menor de 3.5, con dos cargas mas a cada extremo (Loe et. al., 1970).
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FIGURA 10. Molécula de Gluconato de Clorhexidina (Polaco, 2011).

MECANISMO DE ACCION

EFECTO BACTERICIDA Y BACTERIOSTATICO
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El efecto bactericida esta, intimamente relacionado, a las altas concentraciones. La
actividad antimicrobiana de la clorhexidina, se debe a que es absorbida por la pared
celular, provocando la rotura y pérdida de los componentes celulares. El efecto
bacteriostatico, se lleva acabo, cuando se tienen bajas concentraciones, este efecto ocurre
debido a la lenta liberacion de la clorhexidina. Se ha dicho, que el efecto bacteriostatico de

la clorhexidina, es de mayor importancia, que el efecto bactericida (Fardal et. al., 1986).

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE AMPLIO ESPECTRO

Altamente efectivo ante microorganismos: gram positivos, gram negativos, levaduras,

hongos, anaerobios facultativos, aerobios (Fardal et. al., 1986).

Algunos autores, han demostrado su alta efectividad ante los siguientes microorganismos:
estafilococos, estreptococos mutans, salivaris, escherichia coli, ya que son altamente
susceptibles a la clorhexidina; el estreptococo sanguis posee susceptibilidad intermedia y el

estreptococo klebsiella posee baja susceptibilidad (Fardal et. al., 1986).

SUSTANTIVIDAD

Es la capacidad antimicrobiana, de permanecer por largos periodos. El gluconato de
clorhexidina, es adsorbido por la hidroxiapatita de la superficie dental y las proteinas
salivales y es subsecuentemente liberado, cuando disminuye la cantidad del mismo, en el

medio bucal (Fardal et. al., 1986).

Debido a las propiedades catiénicas de la clorhexidina, ésta, se une a la hidroxiapatita del
esmalte dental, a la pelicula de la superficie de diente, a proteinas salivares, a bacterias y a

polisacaridos extracelulares de origen bacteriano.
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La clorhexidina, posee un amplio espectro antibacteriano residual, hasta por 168 horas
posteriores a su aplicacion. Algunos estudios sugieren que, la clorhexidina tiene efectos
toxicos, sobre células humanas y tejidos, se han reportado: dafio celular, muerte celular e
Inhibicién de la sintesis de proteinas en cultivos de fibroblastos humanos (Segura et. al.,

1999).

TOXICOLOGIA, SEGURIDAD Y EFECTOS SECUNDARIOS

La clorhexidina, presenta una minima absorcion a través de la piel y mucosas debido a su
naturaleza catidnica. Estudios realizados en animales, muestran que la principal ruta de
excrecion de la clorhexidina, es por las heces. No se ha descrito toxicidad sistémica por
aplicacion topica o ingestién. La dosis letal por via oral es de 1800 mg/kg y por via
intravenosa es de 22 mg/kg, en estudios realizados en ratones. No presenta actividad

teratogénica en modelos animales (Winrow, 1973).

Tras un fuerte calentamiento de la clorhexidina, se puede formar 4-cloroanilinina, que

ha demostrado ser un compuesto cancerigeno y mutagénico (Winrow, 1973).

La normativa europea, establece un valor maximo de este compuesto en los preparados de
clorhexidina de 500 ppm. Los productos que se encuentran en el mercado, no
alcanzan valores superiores a 5 ppm, incluso tras exposicion durante largos periodos de

tiempo a temperaturas superiores a 40° C.

Estudios en animales, no han demostrado la metabolizacion en el organismo de

clorhexidina a 4-cloroanilinina (Winrow, 1973).
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Para evitar en lo posible la aparicién en los distintos preparados de este compuesto, se

aconseja conservar el producto en botellas de color oscuro, en frio y alejadas de la

radiacion solar.

La utilizacion prolongada de clorhexidina, no esta asociada a cambios en la flora oral 0 a la

aparicion, de cepas (Schiott, et. al., 1970).

EFECTOS SECUNDARIOS TRAS LA UTILIZACION DE LA CLORHEXIDINA

Reacciones de hipersensibilidad (Beaudouin et. al., 2004; Krautheim et. al., 2004).
Pigmentaciéon de los dientes, de algunos materiales de restauracion y del dorso de la
lengua (Addy, 2000).

Erosién de la mucosa (Addy, 2000).

Alteraciones en la cicatrizacion. Algunos estudios in vitro, han demostrado cierta accion
de la clorhexidina en la inhibicion de la proliferacion de cultivos de fibroblastos.
Sin embargo, no se ha encontrado en estudios in vivo, que la utilizacién de
clorhexidina a las concentraciones habituales, tras la realizacion de procedimientos de
cirugia periodontal, produzca alteraciones en la cicatrizacién, por el contrario se
encontrdé una mas rapida remision de los sintomas inflamatorios (Sanz et. al., 1989).
Degradacién de la molécula de clorhexidina a paracloranilina. La clorhexidina, cuando
estd almacenada, no parece degradarse para liberar paracloranilina, ni tampoco en los
procesos metabdlicos. Roberts en 1981, observo que otras bisbiguanidas que carecen

de grupos paracloranilinicos causan pigmentaciones parecidas a las de la clorhexidina.
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La clorhexidina en conjunto con la utilizaciébn del hipoclorito de sodio, puede formar
cloroanilinina, que ha demostrado ser un compuesto cancerigeno y mutagénico (\Winrow,

1973).

Se han descrito efectos secundarios tras la utilizacion de la clorhexidina: entre ellos la
alteracion en la cicatrizacion. Por lo anteriormente expuesto, se propone en este trabajo,
establecer la metodologia mas eficaz, para el posible reemplazo del hipoclorito de sodio y
la clorhexidina (ampliamente utilizado en clinica como soluciones de irrigacion de
conductos), por lo tanto, sugerimos elegir la mejor metodologia para estudiar el efecto del
agua ozonificada y el agua alcalina, como otra alternativa de solucion irrigante puesto que
estas podrian resultar eficaces, ya que presentan propiedades antimicrobianas y baja

citotoxicidad a los tejidos periapicales.

AGUA OZONIFICADA

= El ozono, es la forma alotropica del oxigeno, ésta se forma cuando dos atomos del
oxigeno estable, son excitados y se convierten en tres a&tomos de oxigeno activo e
inestable con un poder germicida de amplio espectro, capaz de eliminar y destruir
bacterias, virus, hongos y esporas (Kuchel PW et. al., 1997).

= El ozono, es el segundo elemento, con mayor poder oxidante después del flaor.

= El ozono se desdobla en oxigeno, siendo por lo tanto, mas beneficioso cuando se

compara con el cloro y el dioxido de cloro (Bocci V, 1999).
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Fue en la Universidad de Basilea, en Suiza, en 1840, cuando el quimico aleméan Christian
Federick Shonbein lo descubrid, pero fue hasta 1917 durante la primera guerra mundial,

cuando el Dr. Wolf inventd el primer aparato para ozonoterapia (Walker M, 1979).

El odontélogo aleman E. Fisch, comienza la aplicacion del ozono, en los tratamientos

dentales con enjuagues de agua ozonizada (Figura 11).

FIGURA 11. El agua ozonizada ha demostrado ser un agente que provoca hemostasis reduciendo el sangrado de las

encias y aumenta la oxigenacion local suprimiendo e inhibiendo la proliferacion bacteriana (Martinez, 1990).

Existen diferentes aparatos generadores de 0zono y segun su proceso electrénico, pueden
producir ozono en una cantidad baja, media y alta, segun su aplicacion en el campo
médico. Existen tres formas de generar ozono, por medio de descarga en corona (Figura
12); plasma en frio (Figura 13); y rayos ultravioleta. Los que producen ozono, por medio de
descarga en corona, necesitan la alimentacion externa de oxigeno por medio de un tanque
y tienen una produccion alta de ozono. Los generadores de ozono por medio de Plasma en
frio, consisten en una sonda de cristal con gas He, Ne; y Ar, se activa por una fuente
eléctrica que al ponerse en contacto con los tejidos estimula el oxigeno contenido en la
Hemoglobina produciendo el ozono. Mientras que los generadores de ozono por medio de
rayos ultravioleta, también necesitan de un tanque de oxigeno como fuente de alimentacion

externa.
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FIGURA 12. Aparato generador de ozono por descarga en corona.
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FIGURA 13. Generador de ozono Primo LOGO3 por plasma en frio.

En el campo dental, los aparatos generadores de 0zono que mMAas se usan son: por
descarga en corona; o plasma en frio, siendo éste el que tiene mayor aplicacién en
odontologia, ya que cuenta, con varias sondas, para diferentes aplicaciones, ademas de no
necesitar conectarlo a un tanque de oxigeno, pues éste sistema reproduce el oxigeno que

se encuentra en los tejidos, y al colocar la sonda del aparato sobre la superficie afectada,
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ésta produce una reaccion de estimulacion de los atomos de oxigeno de la sangre,
convirtiéndolos en atomos de ozono, en cantidades necesarias, para regenerar el area

dafiada sin riesgos de intoxicacion.

El ozono, tiene un gran efecto germicida de amplio espectro, con la capacidad de eliminar y
destruir en poco tiempo bacterias, virus, hongos y esporas lo que impide la reproduccién de
las bacterias y modifica la estructura celular de los virus, matandolos al mismo tiempo,
destruyendo su estructura celular. Ademas de su efecto germicida, produce un aumento en
el tejido sanguineo y estimula los glébulos rojos, lo que provoca una mayor oxigenacion de
la sangre, con mejor circulacion, aumentando las proteinas y produciendo una accién

antiinflamatoria.

El ozono, tiene un gran nimero de aplicaciones en el campo dental y se puede utilizar en
tratamientos periodontales, cirugias, desinfeccion de cavidades y tratamiento de
enfermedades fungicas en la cavidad bucal, aftas, herpes, estomatitis, caries dental,
heridas inflamadas, hemorragias, extracciones (antes y después), peri-implantitis, pulpitis,

desinfeccién craneomandibulares, etc; (Rickard GD, et. al., 2004).

AGUA ALCALINA

El agua alcalina, contiene en su composicion, una gran cantidad de iones y electrolitos
alcalinos, asi como una gran carga de electrones, que le dan su caracter antioxidante. El
agua alcalina, es el tratamiento mas novedoso, contra las enfermedades degenerativas,
pues restaura las condiciones Optimas del entorno celular y restablece el balance que se
pierde con el paso del tiempo (Figura 14). El funcionamiento del agua alcalina es, en

primer lugar, agua y, gracias a su reducido tamafo, transporta con facilidad su carga de
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electrones y los minerales alcalinos que contiene (calcio, magnesio, potasio y sodio), se
incorpordn con facilidad al entorno celular para liberar su carga benéfica y revertir los
efectos de la acidez y la oxidacion natural del organismo. El agua alcalina contiene gran
cantidad de iones y electrolitos alcalinos, asi como una gran carga de electrones, que le

dan su caracter antioxidante.

una €arga de vida

l,','ard el organisme

... Millones de antioxidantes
en cada vaso

FIGURA 14. El agua alcalina antioxidante purifica nuestro organismo y nuestra sangre, eliminando los desechos, residuos y toxinas.

Las bacterias viven en un medio acido benéfico para su desarrollo y multiplicaciéon. Al
romper con ese medio mueren, lograndose el objetivo principal de la irrigacion, evitandose
de esta manera la citotoxicidad y por ende la necrosis a nivel de las células progenitoras

del ligamento periodontal.
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CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

Es una sustancia inodora, incolora, transparente, con ligero sabor salino. El potencial del
hidrégeno (pH) fluctia de 9 a 11, esto denota su gran alcalinidad. Su capacidad
antioxidante se comprueba por su elevada carga eléctrica negativa desde -100 hasta -900
milivoltios, es practicamente imposible estabilizar molecularmente, una sustancia, que
libera electrones con tanta facilidad. El envase que la contiene, esta disefiado, para
mantenerla en buen estado hasta por 6 meses. Una caracteristica comun para los dos tipos
de agua, es el tamafio de sus racimos o aglutinamientos moleculares. En el agua normal
son de 14 6 18 moléculas por racimo, mientras que en esta microagua son de 5 6 6. Esto
es algo verdaderamente admirable, ya que sabemos que el agua normal es, por si sola, el
solvente universal, pues disuelve hasta las rocas. Esta agua pequefia 0 microagua,
disuelve mas rapidamente todo material y lo transporta velozmente hasta las partes mas

profundas del organismo: nutriendo y limpiando (elimina los residuos acidos del cuerpo).

ENDODONCIA REGENERATIVA

Es el nuevo campo de la endodoncia, que consiste, en la regeneracion de las estructuras

dentales y la revitalizacion de los dientes (Murray et. al., 2004).

Profesionales de endodoncia, apoyan el uso de células madre y técnicas de ingenieria de
tejidos, para ofrecer mas procedimientos efectivos de regeneracion de los pacientes
(Epelman et. al., 2009). Los avances en la regeneraciéon de tejidos oro-faciales, se basan,
en las contribuciones de la biologia molecular, biologia de células madre, biologia del
desarrollo, el proyecto del genoma humano, y en el desarrollo de nuevos biomateriales.

Estas disciplinas, se han fusionado en la llamada Ingenieria tisular. Este campo brinda
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nuevas modalidades de ingenieria de tejidos dentales, incluyendo la generacion de dientes

(Lanza et. al., 1997).

Recientemente, diversos investigadores han propuesto crear nuevas perspectivas para
tratamientos aplicados en clinica, basados en células madre o progenitoras. Aqui hay
algunos ejemplos: un grupo en Washington aislé células madre o progenitoras pulpares
capaces de crear dentina después de la trasplantacion (Gronthos et. al., 2004); otro grupo
estudié in vitro, las células progenitoras, de los gérmenes dentales en ratas, al realizar el
estudio, observaron que estas células fueron capaces de desarrollar coronas dentales con

dentina y esmalte (Duallibi et. al., 2004).

Otro grupo fue capaz de realizar nuevos dientes ex situ mediante el transplante de células

troncales embriologicas (Ohazama et. al., 2004).

El término de célula madre (troncal o progenitora), hace referencia a una célula que cumple

las siguientes condiciones: es capaz de autorrenovarse y diferenciarse.

La célula progenitora por excelencia es el cigoto, que es la unién de dos gametos, los
cuales, al fusionarse, forman una célula que dara origen a todo un organismo y sus

anexos.

En el humano, al igual que en otros mamiferos, la gestacion de un individuo lleva un orden
establecido de cigoto, morula, gastrula, embrion trilaminar, feto y, finalmente, producto
a término. Este proceso va en una sola direccion y es irreversible, caracterizado por una
alta tasa de proliferacién aunada a una especializacion de los tejidos (Maienschein et. al.,

2010; Meyer et. al., 2009).
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Actualmente existen aplicaciones de terapia celular ampliamente aceptadas y difundidas
por la comunidad cientifica mundial, las cuales podemos dividir en: regeneracion,
rejuvenecimiento y reemplazo, dependiendo del objetivo que se persiga (Nelson et. al.,

2008).

CELULAS MADRE

Llamadas también, células stem, son células del embrién u organismo adulto que tiene,
bajo ciertas condiciones, la habilidad de reproducirse a si misma. Puede dar pie a células

especializadas que conforman los tejidos y 6rganos del cuerpo (Braut et. al., 2003).

Las células madre o stem inicialmente atraviesan una division célular asimétrica en la cual
una célula hija es un duplicado de las células stem original. Sin embargo, las demas células

stem, atraviesan mas divisiones celulares y producen células progenitoras (Fuchs, 2002).

Las células progenitoras (Figura 15), también células precursoras pueden dividirse mas
como un grupo de células amplificadoras en transito y eventualmente dar pie a un grupo de

células diferenciadas.

Las células progenitoras o precursoras, pueden reemplazar a las células que estén
lesionadas o muertas y reparar asi el defecto. Después de la diferenciacion terminal, las
células, son capaces de mantener su integridad y funciones, y asi lograr regeneracion

tisular.

Las células stem, se sitlan, no sélo en el embridn, sino también en personas adultas. Se

han localizado en la pulpa dental, ligamento periodontal, médula ésea, sangre, la cérnea y
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la retina del ojo, el musculo esquelético, el higado, piel, el recubrimiento del tracto

gastrointestinal y en el pancreas (Seo et. al., 2004).

FIGURA 15. Microfotografia de las células progenitoras del ligamento periodontal (PDLSCs), observadas mediante inmunofluorescencia

indirecta (Nieto A, 2010).

CONCEPTO DE REPARACION Y REGENERACION DE LOS TEJIDOS

Una lesion, puede desencadenar una reaccion basica de defensa del organismo: la
inflamacion. Para devolver la continuidad de los tejidos perdidos y restablecer la funcion, es

necesario que se desarrolle el proceso de cicatrizacién (Andreasen et. al., 2010).

El proceso de cicatrizacion, es el mismo en todos los tejidos del organismo, pero pueden
existir variantes en la clinica, de acuerdo a los tejidos involucrados. Los tejidos dentales,
son unicos, en comparacién con la mayoria de los tejidos presentes en el resto del
organismo, debido a su marcada capacidad de reparacién y multiplicidad del sistema

celular involucrados.
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Existen dos formas de curar las heridas, una es a partir de la regeneracién de los tejidos y

otra a partir de la reparacion.

El término regeneracién, es aplicado a aquellos fendmenos biol6gicos, en los cuales la

anatomia y funcion de los tejidos lesionados, son restaurados en forma completa.

En cambio, la reparacion o formacion de cicatriz, consiste en procesos biolégicos, en donde
se restablece la continuidad del tejido lesionado, por una nueva formacion tisular, que no

restaura su anatomia y funcién (Andreasen et. al., 2010).

Diversos factores, ocasionan fendbmenos reparativos o regenerativos en la cavidad oral: la
capacidad regenerativa de células afectadas, extension de la lesion y actividad proliferativa

del estroma conjuntivo.

Del mismo modo, deben ser consideradas, la existencia de poblaciones celulares
especificas del tejido, presentes después de la lesién (de no ser asi la reparacidén ocurrira
en lugar de la regeneracion), la existencia de condiciones conductivas, para la migracion de
células especificas, al sitio de la lesién y por ultimo, la presencia o no de elementos, como

cuerpos extrafios contaminantes y/o bacterias (Andreasen et. al., 2010).

Al igual que ocurre en los diferentes tejidos del organismo, las lesiones en la regién pulpo-
periodontal provocan una reaccion inflamatoria, con la liberacion de una cantidad de

sefales, que promueven los procesos de curacion y reparacion.

Dando lugar a la induccion sobre poblaciones celulares, a la proliferacion, a la migracién o

diferenciacion.
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FASES DE LA REPARACION

La reparacion, es un fendmeno que se continla sin limite preciso con la inflamacion, no hay
reparacion sin inflamacion y viceversa. Desde el inicio del proceso inflamatorio, podemos

hablar del comienzo de la reparaciéon (Segura, 1996).

Los eventos de la reparacién, ocurren un poco mas tarde en relacién con la inflamacién; sin
embargo, existe una sobreposicion, ya que en la inflamacién aguda y crénica se produce la
fagocitosis, fundamental para instalarse el proceso de reparacion, asi como la fibroplasia y

la angiogénesis, comunes a la fase cronica y a la reparacion (Trowbrinde et. al., 1996).

Cuando el tejido es lesionado, la sucesion de eventos que ocurren pueden ser divididos en

tres etapas denominadas:

1. Fase inflamatoria que se subdivide en: fase hemostatica y fase Inflamatoria
propiamente dicha.
2. Fase proliferativa.

3. Fase de remodelado.

FASE HEMOSTATICA
La lesion tisular, causa una ruptura de los vasos y consiguiente extravasacion. Por la
accibn de sustancias vasoactivas, como son las catecolaminas, producen una

vasoconstriccion inicial, reduciendo transitoriamente el sangrado. Se activan las vias
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extrinsecas e intrinsecas del coagulo sanguineo, junto con la vasoconstriccion, se
restablece la hemostasia y brindan, una matriz provisional para la migracion celular

(Trowbrinde et. al., 1996).

Las plaguetas se adhieren y sufren cambios morfoldgicos, para favorecer la formacion de
un tapon hemostatico y en liberar mediadores de cicatrizacion. La fibrina, tiene su efecto
principal, en la angiogénesis y la restauracion de la estructura vascular, ademés, juega un

papel importante, en la cicatrizacién de herida, por su capacidad de vincular la fibronectina.

La fibronectina, es una glicoproteina compleja, que participa de muchas maneras, en la
cicatrizacion de heridas, actuando en la agregacion plaguetaria. Constituye un andamio
para la migracion célular y ademas guia la deposicién de coldgeno dentro del tejido de
granulacién. Otros factores de crecimiento, factores quimiotacticos y sustancias
vasoactivas, son desencadenantes, para que se desarrolle una respuesta inflamatoria

(Trowbrinde et. al., 1996).

FASE INFLAMATORIA PROPIAMENTE DICHA

Se caracteriza, por la formaciéon de un exudado tisular, favorecedor para el reclutamiento
de células liberadas de moléculas proinflamatorias, necesarias para que, el proceso

inflamatorio, se ponga en funcionamiento.

Ademas, este exudado, diluye las toxinas bacterianas y remueve los agentes cuya funcion,

es promover la vasodilatacion de capilares y arteriolas en la regién. Se activan los sistemas
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de complemento y de las cininas, lo que ayuda a mantener esta vasodilatacién. Se produce

la llegada de los neutréfilos, polimorfonucleares, linfocitos y macréfagos (Gottrup, 1992).

FASE PROLIFERATIVA

Es una continuidad de la fase inflamatoria y se caracteriza por proliferacién y migracion de
fibroblastos y produccion de tejido conjuntivo. Los productos activados de complemento
actian atrayendo macréfagos al sitio. Estos a su vez, liberan factores de crecimiento que
estimulan la migracion de fibroblastos y secrecién de diferentes tipos de colageno, que
sumado a la formaciéon de nuevos vasos, se genera el tejido de granulacién (Trowbridge,

1996).

Los fibroblastos producen y liberan proteoglicanos y glucosaminoglicanos, los cuales son
constituyentes de la matriz del tejido de granulacion. Las moléculas celulares, crean una
interdependencia, entre el tejido fibroso formado y una nueva red vascular, dada por la
necesidad de nutrientes del nuevo tejido de soporte y proteccion de la matriz para la

angiogénesis.

La angiogénesis, puede ser definida, como el proceso de formacion de nuevos vasos
sanguineos, a partir de migracion, proliferacion y formacién dirigida de lumen endotelial y
es indispensable, para el suministro de oxigeno, a los tejidos recién formados o isquémicos

(Smith et. al., 2002).
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FASE DE REMODELADO

Durante esta fase, el tejido de granulacion, es remodelado y madurado hacia una formacion

de cicatriz. Se inicia el proceso de osteogénesis y mineralizacion.

La formacion de cristales de hidroxiapatita, se realiza diez dias después, del comienzo de
la reparacion. Hay un aumento del pH y de la enzima fosfatasa alcalina. Esta promueve, la

precipitacion de fosfato de calcio, el cual inicia la mineralizacion.

El suministro sanguineo, es de suma importancia tornandose indispensable, para finalizar
el proceso reparativo. La reparacion de cemento resulta de la diferenciacion de
cementoblatos, a partir, de células indiferenciadas del ligamento periodontal o tejido de

granulacién (Lasala, 1992).

Estas células, para Beertsen W, muestran niveles elevados de fostatasa enzimatica, la cual
esta intimamente relacionada con la formacion de hueso y cemento. Al actuar en conjunto
con el ligamento periodontal, los fibroblastos, los cementoblastos y osteoblastos, originan la

reparacion de los tejidos lesionados (Lasala, 1992).

Se afirma que, si se considerase como criterio basico de éxito de tratamiento endodontico,
la reparacion de los tejidos periapicales con regeneracion del ligamento, del cemento, del
hueso, entonces los indices de tratamiento, descenderian de manera importante (Gutmann,

1992).

Existen pocos estudios relacionados, que le dan la importancia a las células troncales o

progenitoras del ligamento periodontal, la mayoria de los articulos, estan relacionados con
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la eliminacion de bacterias y dejan a un lado la importancia que tienen estas células, en la
regeneracion y reparacion de los tejidos relacionados tan intimamente al momento de llevar
a cabo un tratamiento endodontico. La desinfeccion intraconducto, es un paso crucial en los

procedimientos de la endodoncia.

El tratamiento endoddntico carece de una estandarizacion, numerosos protocolos han sido

reportados sin el conocimiento del efecto en la supervivencia de las células progenitoras.

El objetivo de este estudio es encontrar la metodologia adecuada, a través de la consulta
de diversas fuentes, para probar la hipotesis de que, diferentes protocolos de irrigacion
alteran la supervivencia de las células progenitoras de la papila apical (Trevifio et. al.,
2011). Este estudio, sefiala que el aislamiento de células progenitoras fueron generadas a
partir del tejido de la papila apical de terceros molares humanos inmaduros, y una
subpoblacion de células que expresan STRO-1, posteriormente fueron seleccionadas y
expandidas in vitro. Se estandarizaron segmentos de la raiz en cinco grupos, cada

segmento fue irrigado utilizando los siguientes protocolos:

1. EDTA al 17%,
2. NaOCl al 6% / EDTA al 17%,
3. EDTA al 17% / CHX al 2%,

4. NaOCl al 6% / EDTA al 17% / NaOCI al 6% / alcohol isopropilico / CHX al 2%.

Posteriormente, las células progenitoras de la papila apical, se mezclaron en plaquetas

ricas en plasma, se sembraron en las puntas de las raices, y se cultivaron durante 21 dias.
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Después las raices fueron descalcificadas, procesadas inmuno-histoquimicamente, y
tefiidas con vimentina. La viabilidad celular (vimentina-positivas) se calcul6 en base a

recuentos de células progenitoras (A-PRO-3) para cada grupo (Trevifio et. al., 2011).

La irrigacion con EDTA al 17% mejord la supervivencia celular, seguido por la irrigacion de
con NaOCI al 17%, EDTA al 6% / hipoclorito de sodio al 6%, en comparacion con los 2
grupos que contenian CHX al 2%. Por el contrario, los protocolos que incluyen CHX al 2%

carecian de adecuada viabilidad celular (Trevifio et. al., 2011).

En conjunto, los resultados sugieren que todos los Irrigantes afectan en gran medida la
supervivencia de las células progenitoras de la papila apical y que la utilizacion de EDTA en

los protocolos de irrigacion, podria ser beneficiosa en los procedimientos de regeneracion.

Jodo, y cols. 2008, estudiaron, el efecto sobre el tejido conectivo subcutaneo en ratas,
cuando utilizaron solucion salina estéril al 0,9%, hipoclorito sédico al 2,5%, NaOCI al
5,25% y solucion de gluconato de clorhexidina al 2%, marcaron seis circulos en el dorso
de la piel de 24 ratas Wistar macho, dejando 2 cm entre cada circulo, con una jeringa,
inyectaron por via subcutanea 0,1 ml de cada solucion de irrigacion en los 5 circulos. En el

sexto circulo, no utilizaron irrigante (grupo control).

Las evaluaciones, las llevaron a cabo a las 2 hrs, 48 hrs, 14 y 30 dias después del
procedimiento. Las muestras de tejido las extirparon, embebidos en bloques de parafina y
las secciones de 3 micras de espesor las obtuvieron y les colocaron tinciones a base de
hematoxilina y eosina. Las areas de reaccion inflamatoria las evaluaron y analizaron

estadisticamente mediante ANOVA y prueba de Tukey. El grupo control mostré pocas o
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nulas areas inflamatorias en el tejido subcutaneo. La solucion salina al 0,9%, clorhexidina al
2.0% y NaOCI al 2,5% mostraron una buena biocompatibilidad, con reaccion inflamatoria

muy leve, detectada a los 14 dias y la reparacion de tejidos se produjo a 30 dias.

El NaOCI al 5,25% fue el irrigante mas téxico, permanecio elevado el numero de células
inflamatorias en los dias 14 y 30. El grupo tratado con gel de clorhexidina al 2,0%, presenté
una respuesta inflamatoria moderada a los 14 dias, disminuyendo ésta a los 30 dias,

siendo considerado similar a la del grupo control.

Respecto al agua ozonizada, Malanchuk y Cols., 2000, realizaron un estudio en fracturas
mandibulares humanas, para evaluar la accion antimicrobiana del agua destilada ozonizada
a una concentracién de 0.3 mg/l, estableciendo una accion inmunomoduladora del ozono
respecto a los factores de inmunidad oral, aumentando la resistencia y disminuyendo la
expresion de la inflamacion de la mucosa oral, concluyendo que, todo esto permite decir

gue la accién antimicrobiana del ozono es medida mediante la activacién inmunitaria local.

TECNICA DE CULTIVO CELULAR

Gran parte de las células que tienen capacidad de proliferar, especialmente las células
madre, pueden ser mantenidas y cultivadas en el laboratorio. Para ello, en primer lugar, se
requiere contar con una adecuada fuente de células a partir de la cual se aislan las células

a cultivar.

En cada caso, las muestras que contienen las células aisladas habran de ser tratadas en el

laboratorio utilizando diferentes métodos de aislamiento. Los métodos de aislamiento mas
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utilizados son los métodos enziméticos y las técnicas de explante. En el primer caso, las
muestras bioldgicas son tratadas enzimaticamente para eliminar la matriz extracelular y
aislar las células de interés. Las enzimas mas utilizadas para este procedimiento son las

colagenasas, las dispasas y la tripsina.

En segundo lugar, las técnicas de explante consisten en la utilizacion de fragmentos de
tejido de tamafio macroscopico que son directamente mantenidos en cultivos. De este
modo, proliferaran las células a partir de los fragmentos de tejido generdndose cultivos

primarios de las células procedentes de éste.

Una vez extraidas, las células se mantiene en cultivo en el laboratorio utilizando diferentes
medios especificos que permiten el crecimiento y proliferacion de dichas células. Las
células en cultivo se pueden almacenar en estado vital utilizando camaras de cultivo a 37°C
y una atmoésfera enriquecida de CO2 o bien pueden congelarse y mantenerse en estado
quiescense en bancos de tejidos hasta el momento de su utilizacion (Gomez de Ferraris et.
al., 2008). Un ejemplo de este tipo de generacion de cultivos, pudiera aplicarse a células

adultas, obtenidas a partir del ligamento periodontal.
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JUSTIFICACION

Es necesario investigar, para adecuar los materiales y métodos mas recientes, para lograr
uno de los objetivos principales de la endodoncia, que es la eliminacién de bacterias de los
conductos radiculares; con las técnicas actuales se ha reducido significativamente la carga

bacteriana del conducto radicular pero no de forma radical.

Con el objetivo de lograr una mayor desinfeccion, se han propuesto combinacion de
Irrigantes, el aumento o reduccion de las concentraciones y tiempos de las soluciones, la

utilizacién de ultrasonido.

Se han reportado algunas complicaciones con la utilizacion de algunos irrigantes como el
hipoclorito de sodio y la clorhexidina, por tal motivo, es necesario realizar revisiones de
articulos, para encontrar la mejor metodologia, para el remplazo de éstos, con la finalidad
de alcanzar la misma eficacia, pero reduciendo en gran medida el problema de

citotoxicidad que provoca la extraccidén accidental de ellos.
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OBJETIVO GENERAL

Indicar el método mas eficaz para evaluar la viabilidad de células progenitoras del
ligamento periodontal en presencia de hipoclorito de sodio al 2%, clorhexidina al 2%, agua
ozonizada a una concentraciéon de 0.3 mg/l, y agua alcalina, en base a la revisién de

diversos articulos.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Indicar la metodologia mas adecuada, para generar cultivos celulares, a partir, de
células progenitoras del ligamento periodontal, mediante ingenieria tisular.

2. Indicar la metodologia méas adecuada, para evaluar la citotoxicidad, que produce el
hipoclorito de sodio al 2%, en las células progenitoras del ligamento periodontal

3. Indicar la metodologia més adecuada, para evaluar la citotoxicidad, que produce la
clorhexidina al 2%, en las células progenitoras del ligamento periodontal

4. Indicar la metodologia mas adecuada, para evaluar la citotoxicidad, que produce el
agua ozonizada a una concentracion de 0.3mg/l, en las células progenitoras del
ligamento periodontal.

5. Indicar la metodologia mas adecuada, para evaluar la citotoxicidad, que produce el

agua alcalina, en las células progenitoras del ligamento periodontal.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS DE TRABAJO

La revision bibliografica al momento actual, permitira proponer la metodologia idonea para
evaluar la viabilidad celular de las células progenitoras del ligamento periodontal, utilizando

diversas soluciones irrigantes.
HIPOTESIS NULA

La revision bibliografica al momento actual, no permitird proponer la metodologia idénea
para evaluar la viabilidad celular de las células progenitoras del ligamento periodontal,

utilizando diversas soluciones irrigantes.
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MATERIALES Y METODOS

OBTENCION, PROCESAMIENTO Y CULTIVOS CELULARES

En primer lugar, se reviso la informacion referente a las técnicas empleadas para la
obtencién, procesamiento y cultivo de las células progenitoras del ligamento periodontal, a
partir, de revistas cientificas de impacto indexadas en pubmed. El periodo de revision de
las publicaciones, abarcé desde el afio 2004 al afio 2011. Dicha revision, contemplé de
manera adicional fuentes bibliograficas, como libros y fuentes electronicas. En segundo
lugar, se indicé la metodologia mas adecuada y eficaz para la obtencion, procesamiento y

cultivo de dichas células mediante técnicas de ingenieria tisular.

PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD

Para indicar la metodologia, mas adecuada, en pruebas de citotoxicidad, ante diferentes
soluciones irrigantes, en conductos radiculares utilizados en endodoncia, enfocadas a la
desinfeccién de superficies internas radiculares, se realizd6 una exhaustiva revision de la
literatura en pubmed, en los periodos indicados de manera previa. Esta revision
contempld6 el analisis, de la informacion con relacién directa a la citotoxicidad generada, en
componentes celulares, en contacto con: hipoclorito de sodio, clorhexidina, agua ionizada y
ozonizada, respectivamente. Una vez realizada dicha revision, se planted, cual técnica de
analisis de citotoxicidad, promueve una correcta evaluacion, producida por los agentes

toxicos, en relacidon a estructuras vivas celulares.
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ANALISIS COMPARATIVO ENTRE LAS CUATRO SOLUCIONES QUIMICAS

Por altimo, se definio la técnica a utilizarse, para sugerir un analisis comparativo, en cuanto
a la citotoxicidad que pueden producir las soluciones de hipoclorito de sodio, clorhexidina,

agua ionizada y ozonizada, sobre las células progenitoras del ligamento periodontal.
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RESULTADOS

Una vez realizada, la revision de diversos articulos, se propone la siguiente metodologia,
para llevar a cabo, el estudio, del efecto de irrigantes empleados en endodoncia, sobre la

viabilidad celular de las PDLSCs.

MUESTRAS DE TEJIDO HUMANO

Analizadas diversas revisiones, en diferentes fuentes, se propone el utilizar, la metodologia
para obtener las muestras de tejido humano que permite el aislamiento eficaz de las células
progenitoras del ligamento periodontal, esto de acuerdo a lo propuesto por Morrison y
Cols., 2010 y Trevifio y Cols., 2011. Consiste en contemplar como fuente celular, a las
células progenitoras del ligamento periodontal, que se encuentran en terceros molares y
premolares. Por tal motivo se propone obtener las células progenitoras del ligamento
periodontal de terceros molares resultantes de cirugia, realizadas en la Facultad de
Odontologia de la UMSNH, o bien de premolares extraidos por prescripcion de ortodoncia.
Inmediatamente después de la extraccién de dichos 6rganos dentariés los pasos a seguir
son: Transportar las muestras en medios de cultivos de transporte, que consisten en
solucion de Dulbecco’s modifer Eagle’s médium (DMEM), suplementar con antibiético,
antimicoticos (100U/MI de penicilina G, 100 microg/mL de estreptomicina y 0.25 microg/mL
de anfotericina B) e incubar a 4°C hasta el momento de su procesamiento. La mejor
metodologia para el procesamiento de los explantes para generar cultivos primarios de las

PDLSCs es la propuesta por Gomez de Ferraris y Cols., 2008, en donde sugiere que las
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muestras biologicas sean tratadas enzimaticamente para eliminar la matriz extracelular y
aislar las células de interés. Por lo cual proponemos en primer lugar: lavar en solucion
fisiologica salina, (las piezas dentales que de manera previa se extrajeron y almacenaron
en el medio de transporte), aislar mediante fragmentacion mecénica el ligamento
periodontal. En segundo lugar, aislar las PDLSCs mediante colagenasa, dispasa y tripsina
o técnicas de explante y sembrado directo. La técnica enzimatica hace posible eliminar la
matriz celular y aislar las células de interés, mientras que la de sembrado directo fija a las
células progenitoras mediante contacto con el biorecto,r utilizado mediante el método
propuesto por Gémez de Ferraris y Campos en el 2011. En tercer lugar la técnica consiste
en mantener estas células aisladas mediante centrifugacion luego de la disgregacion de la
matriz extracelular en cadmaras de cultivo tipo Falco,n a 37° C, y una atmosfera de COz2
suplementadas con medio de cultivo basal. El medio basal consiste en suplementar con
DMEM anteriormente mencionado con 50mL suero bovino fetal y 10mL de antibi6ticos y
antimicéticos en 500 mL de medio. En cuarto lugar, la metodologia dada por Bradley
Morrison, en el afio 2011, para el subcultivo de células progenitoras celulares en monocapa
o de forma bidimensional, es realizada en pocillos tipo chamber, se propone en este trabajo
debido a que, este tipo de camaras, puede observarse microscopicamente el grado de

viabilidad celular.

La inmersion de células en irrigantes empleados en endodoncia se propone durante un

subcultivo en estas camaras tipo chamber, por tiempos de 2hr., 6hr., 12hr., 24hr., 48hr.
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En este trabajo se proponen estudiar 4 grupos:

= Grupo 1, en cada dos pocillos se les adiciona hipoclorito de sodio al 2%,
= Grupo 2, en otra camara plana de dos pocillos se les adiciona clorhexidina al 2%,
= Grupo 3, en otra camara plana de dos pocillos se adiciona agua ozonizada al 0.3 mg/I,

= Grupo 4, en otra camara plana de dos pocillos se adiciona agua alcalina.

La metodologia propuestas por Trubiani y Cols., 2005; Danielle y Cols., 2010; Seo, y Cols.,
2004; para el andlisis histolégico, inmunohistoquimico y morfolégico, nos permite
determinar si existe 0 no regeneracion de las células progenitoras del ligamento

periodontal.

Expuesto lo anterior la viabilidad celular es calculada en base a conteo celular para cada
uno de los grupos empleando marcador especifico de tincidon por exclusion azul Tripan,
marcadores para epifluourescencia indirecta como caspasa 2 y por ultimo cuantificacion de

ADN libre sobrenadante en camaras de pocillos multiples.
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ANALISIS Y DISCUSION

La literatura disponible y los estudios solo demuestran las ventajas y limitaciones de cada
uno de los irrigantes y ninguno de ellos satisface por completo las necesidades de la
irrigacion del conducto radicular. Como lo comprueba Lin LM y Cols., en el afio 1992; asi
como: Molander y Cols., en el afio 1998, enfocaAndose basicamente a la importancias de
eliminacién total de bacterias y dejando de un lado la citotoxicidad que pudiera generar
cualquier irrigante en los tejidos periodontales, a diferencia de Becker y Cols. en el afo
2001, quienes ya hablaban de las propiedades ideales de los irrigantes, los cuales
deberian de proporcionar una accion de lavado mecénico, ser microbicida y disolver restos
de tejidos organicos, sin dafiar los tejidos perirradiculares, si estas soluciones se extruyen
al periodonto. Por otro lado Becker y Cols., en el afio 2001, hablaban de que un gran
namero de sustancias que se han utilizado como irrigantes del conducto radicular,
incluyendo &cidos (citrico y fosférico), agente quelante (EDTA, enzimas proteoliticas,
soluciones alcalinas (hipoclorito de sodio, hidroxido de sodio, urea, y el hidroxido de
potasio), agentes oxidativos (peroxido de hidrégeno), soluciones anestésicas locales y
solucion salina, todas estas soluciones no logran cumplir en su totalidad con el principio de
biocompatibilidad con los tejidos periodontales. Carson y Cols., en el afio 2005; Clegg y
Cols., en el 2006 asi como Zehnder M, en el 2006, ellos comprueban que el irrigante
endoddntico mas utilizado, es el hipoclorito de sodio, utilizado a una concentraciones que
van de 0.5% y 6.0%, ellos mencionan que la eficacia del NaOCI en relacion a su efecto
antibacterial y capacidad de disolucion del tejido necrético, esta determinada de acuerdo al

nivel de concentracion, asi que, entre mayor es su concentracion, mas toxico sera para los
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tejidos, y entre menor concentracién, menor poder antibacterial. Zehnder M, en el 2006,
comenta también que la clorhexidina es un antiséptico potente, que es ampliamente
utilizado para el control quimico de la placa en la cavidad oral. Las soluciones acuosas de
0.1 a 0.2%, son recomendados para ese proposito, mientras que la concentracion de
clorhexidina al 2%, es la que se recomienda ampliamente en la literatura endodontica, para
la irrigacién de conductos radiculares. Se cree que la clorhexidina es menos caustica que el
hipoclorito de sodio, pero esto no es totalmente cierto, ya que se ha demostrado que la
solucion de clorhexidina al 2% es irritante para la piel. A pesar de su utilidad como un
irrigante, la clorhexidina no puede ser ampliamente recomendada como el irrigante
estandar en casos endodonticos, puesto que; la clorhexidina es incapaz de disolver los

restos necroticos de tejidos, y la clorhexidina es menos eficaz en bacterias Gram-negativo.

En este contexto, este trabajo consisti6 en encontrar la metodologia mas eficaz, para
evaluar el grado de citotoxicidad, a nivel del ligamento periodontal, cuando de manera
accidental, se extruyen diversos irrigantes de uso comun y otros que pudieran sustituir en
Su caso a éstos. Ya que de esto depende que no se vea comprometida, la capacidad de
regeneracion y reparacion del ligamento periodontal. Este es el caso de las soluciones
irrigadoras a base de NaOCI y Clorhexidina, que pudieran segun estudios comprometer la
capacidad de regeneracion y reparacion tisular, cuando tienen contacto con las estructuras
bucodentales, comprometiendo la integridad de varias de las estructuras tanto de soporte
como de nutricion periodontales. Por otro lado, las soluciones sugeridas como
irrigantes podrian sustituir los irrigantes endodoénticos tradicionales, como es el caso del
agua ozonizada y alcalina, las cuales no han sido probadas aun, para desinfectar los

conductos radiculares. Broadwater en el afio 1973, nos dice que el ozono es un agente
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bactericida muy eficaz y potente que puede matar microorganismos por medio de
oxidacion. Se ha demostrado que el ozono a baja concentracién, como por ejemplo
utilizadndolo a 0.1 ppm, esta cantidad es suficiente, para inactivar las células bacterianas
incluyendo esporas, aunque el agua ozonizada es un poderoso agente antimicrobiano
frente a bacterias, hongos, protozoos y virus, no se ha mostrado interés en estudiar la
actividad antibacteriana de agua ozonizada en el biofilm esto de acuerdo a informacién

obtenida por Nagayoshiy Cols., en el 2004 y por Ibrahim, y Cols., en el 2008.

En este contexto, los irrigantes aqui expuestos no han sido investigados, para conocer el
efecto toxico sobre las células involucradas en intimo contacto con las estructuras
susceptibles a ser desinfectadas. Por ello, el motivo de este estudio consistio en; conocer el
avance en el conocimiento hasta el momento actual, de los irrigantes empleados en clinica
y de las diversas metodologias, que procuran procedimientos de limpieza y desinfeccion de

conductos radiculares.

En nuestro estudio proponemos a las PDLSCs, de acuerdo al estudio realizado por Seo y
Cols., en el afio 2004, pues estas células se han considerado el estandar de
experimentacion, en endodoncia aplicada en ingenieria tisular, debido a que permiten la
formacion, de fibroblastos, osteoblastos, ademas poseen potencial de proliferacion y
diferenciacion in vitro en varios linajes de células del estroma, identificando estas células, a
través, de la citometria de flujo, informacion tomada en los articulos de Bartold, 2006;
Hernandez y Cols., en el afio 2011. Trubiani en el 2005; Danielle y Cols., 2010 asi como
Seo, en el aflo 2004 observaron, que los tejidos periodontales al ser analizados, a traves,
de métodos histolégicos, inmunohistoquimicos y morfométricos, nos indican si existe o no

regeneracion de los mismos. Por ello en este trabajo se indagd que meéetodos podrian ser
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los mejores, para evaluar de forma correcta y eficaz dichos aspectos. Morrison y Cols.,
2011, mencionan que la utilizacion de piezas dentales humanas para evaluar los procesos
tanto de desinfeccion como de citotoxicidad promueven segun diversos estudios el uso de
piezas premolares, debido a que son facilmente adquiribles en la clinica dental. Estas
piezas en su mayoria se encuentran libres de caries ademas de que en la mayoria de los
casos son extraidas debido a tratamientos ortodonticos. Por otro lado, se propuso la
utilizacion de bioreactores que permitieran observar microscoOpicamente el grado de
viabilidad celular, en este caso, seria en camaras de pocillos tipo chamber con divisiones.
Respecto a la técnica de cultivo celular, de acuerdo a Gémez de Ferraris y Cols., en el afio
2008, ellos nos indican que las PDLSCs, deberan aislarse y cultivarse empleando técnicas
enzimaticas que permitirian en su caso eliminar la matriz celular y aislar las células de
interés, empleando colagenasa, dispasa y tripsina) o técnicas de explante y sembrado

directo.

Por tal motivo proponemos realizar, pruebas de viabilidad celular, una vez, empleados los
irrigantes propuestos, ya que estos determinaran, si las PDLSCs, son capaces de
regenerarse, al tener contacto de forma in vitro con todas estas sustancias. Todo este
conocimiento y la realizacion de estas técnicas podrian en un momento dado, generar

conocimiento basico en odontologia endododntica y su posible aplicacion clinica futura.
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CONCLUSIONES

1. La metodologia sugerida para la generacion de cultivos celulares, a partir de células
progenitoras del ligamento periodontal mediante ingenieria tisular, se propone
utilizando la metodologia de Trevifio y Cols., 2011 y Morrison y Cols., 2011 que plantea
el aislamiento, cultivo y expansiéon in vitro de las PDLSCs, empleando explantes de
tejidos adultos de la papila apical del ligamento periodontal de piezas sanas de molares
inmaduros 0 premolares , extraidas debido a prescripcion ortoddntica, ya que estas
presentan un alto indice de viabilidad celular.

2. La metodologia sugerida para la evaluacion de la citotoxicidad que produce el NaOCI
en las células progenitoras de la papila apical, se propone utilizando las técnicas de
Trevifio y Cols., 2011, pero a una concentracion menor debido a que ellos reportaron
una alta citotoxicidad cuando fue empleado al 17%. La concentracién que proponemos
es al 2% para evaluar no solo su efecto citotoxico sino también su efecto bactericida al
emplearlo como irrigante en terapia endodontica.

3. La metodologia sugerida para evaluar la citotoxicidad que produce la clorhexidina a una
concentracion del 2% en las PDLSCs mediante ingenieria tisular es utilizando, tanto los
protocolos de Trevifio y cols., 2011, asi como los empleados por Basrani y cols., 1999,
los cuales emplearon la clorhexidina 0,2% en combinacion con NaOCI 2,5%. Esto
permiti6 determinar ciertos parametros de viabilidad celular, incluyendo recuentos

celulares y marcadores especificos de las células progenitoras.
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4. La metodologia sugerida para la evaluacion de la citotoxicidad del agua ozonizada en
las PDLSCs, no es propuesta en la literatura, ya que no ha sido encontrada en la
bibliografia revisada hasta el momento actual. Sin embargo, existen modelos previos,
en donde el agua ozonizada se utiliz6 en fracturas mandibulares debido a su
importante accion inmunomoduladora, ya que aumenta la resistencia y disminuye la
expresion de la inflamacion de la mucosa oral. Por tal motivo el agua ozonizada puede
tener importantes implicaciones en endodoncia clinica.

5. La metodologia para la evaluacion de la citotoxicidad del agua alcalina en las PDLSCs,
no fue encontrada en la bibliografia hasta el momento actual. Sin embargo se postula
su utilizacién, ya que los minerales alcalinos, restauran las condiciones Optimas del
entorno celular en las enfermedades degenerativas, que en caso favorable, se podria
transpolar dicho modelo a la restauracion o disminucién de procesos inflamatorios,

infecciosos y de reaccién autoinmune, relacionada a la patologia periodontal.
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RECOMENDACIONES

= Al momento de llevarse a cabo la metodologia, comprobar si no existe alguna
referencia nueva de este procedimiento o técnica al momento que se va a utilizar.
= Actualizar esa busqueda de informacion al momento de realizar el experimento.

= Conocer los trabajos publicados recientemente en congresos internacionales.
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SUGERENCIAS PARA TRABAJOS FUTUROS

Llevar a cabo el experimento in vitro, con la metodologia sugerida, y proponer otros
protocolos, no sélo para conocer la viabilidad celular ante irrigantes, sino para observar
capacidad de regeneracion, de éstas células progenitoras del ligamento periodontal,

mediante el empleo de marcadores propios de regeneracion y/o degradacién celular.
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