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RESUMEN

Existen diferentes sustancias antimicrobianas eadpke en odontologia como
fuente de eliminacion de ciertos microorganismgeeigaimenteéEnterococcus faecalis,
microorganismo muy resistente en infecciones dedwcto radicular. El objetivo de
nuestro estudio ha sido evaluar la eficacia antidena de la terapia fotodinamica
(TFD) y el chitosan, contra é.faecalisy estudiar el posible efecto potenciador del
chitosan sobre el FS azul de metileno en dientesahas extraidos experimentalmente
infectados, tratados con TFD. Para ello se tomatb@ dientes unirradiculares
humanos, que se dividieron en seis grupos de 1stragecada uno. Se les realizé un
tratamiento endodontico, y posteriormente se lesuld E.fecaelisen el interior de los
conductos radiculares a todos los grupos de estydims 48h de incubacion se
aplicaron las diferentes terapias (hipoclorito eddial 2.5%, TFD, chitosan vy
TFD+chitosan) a su grupo correspondiente. Mediaagte proceso se realizé la
cuantificacion de UFC/ml. Tras esto fueron deshattas con etanol a diferentes
concentraciones y cortados con un disco metélictoaiea longitudinal y fijados para
su posterior observaciéon con el microscopio eleat de barrido (MEB) cuyas
imagenes obtenidas se analizaron con el sistemad,MpRra posteriormente ser
analizadas y determinar el porcentaje de contandinade cada uno de los tercios
radiculares. Los resultados pusieron de manifieseogran reduccion en los niveles de
E.fecaelis de los conductos radiculares en los cuatro gruges recibieron el
tratamiento antibacteriano, respecto al grupo ohnpero sin diferencias significativas
entre los grupos de estudio. El azul de toluidiom@ agente fotosensibilizante junto
con la terapia fotodinamica presentan accion acib@na. Los resultados de nuestro
estudio coinciden con la literatura con respect@ader desinfectante de la terapia

fotodinamica frente . faecalis.

Como conclusion destacar que la mayor reducciGtJBE/mI se obtuvo al
combinar la TFD con chitosan por lo que el chitogpaade ser un polisacéarido natural
con efecto potenciador del fotosensibilizador adal metileno en el tratamiento
endodéntico de TFD contria. faecalis.Ademas la combinacién de TFD + chitosan
produce una mayor reduccion sobre la contamindua@teriana y el barrillo dentinario
en los canales radiculares de dientes humanosaprenie infectados cda. faecalis
siendo mas efectivo que el uso individualizado &® 10 chitosan, e incluso que la
apliacion del irrigador mas frecuentemente utilzaen endodoncia como es el

hipoclorito sodico al 2,5%.



SUMMARY

There are different antimicrobial substances usedeéntistry as a source of
elimination of certain microorganisms, especiélhterococcus faecalis very resistant
microorganism in root canal infections. The objeetof our study was to evaluate the
antibacterial efficacy of photodynamic therapy (B@hd chitosan againgt.faecalis
and to study the possible potentiating effect oitodan on methylene blue FS in
experimentally infected human teeth treated withDTH-or this, 102 human
unirradicular teeth were taken, which were dividao six groups of 17 samples each.
Endodontic treatment was performed, &éecaeliswas then inoculated into the root
canals to all study groups and after 48h of indobathe different therapies were
applied (sodium hypochlorite 2.5%, PDT, chitosad &#DT + Chitosan) to their
corresponding group. Through this process the dfi@ation of CFU / ml was
performed. After this, they were dehydrated withaeil at different concentrations and
cut with a metal disk in a longitudinal way andeifikfor later observation with scanning
electron microscopy (SEM). The obtained images \weadyzed with the MIP4 system,
for further analysis and determination of the petage of contamination of each of the
root thirds. The results showed a large reductidf.fecaelidevels of the root canals in
the four groups receiving the antibacterial treattneompared to the control group, but
without significant differences between the studyoups. Toluidine blue as
photosensitizer agent with the photodynamic thena@gent antibacterial action. The
results of our study coincide with the literatueggarding the disinfecting power of

photodynamic therapy agairist faecalis

In conclusion, the greatest reduction of CFU / nalsvobtained by combining
PDT with chitosan, so that chitosan may be a nbpolysaccharide with the effect of
the methylene blue photosensitizer in the endodomgatment of PDT againd.
faecalis In addition, the combination of PDT + chitosanguces a greater reduction on
bacterial contamination and dentin barrel in thet manals of human teeth previously
infected with E. faecalis, being more effectiverththe individualized use of PDT or
chitosan, and even that the application of thegator most frequently used in

endodontics such as 2.5% sodium hypochlorite.
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INTRODUCCION

l. INTRODUCCION

I.1. La lesion pulpar

La endodoncia es la ciencia que tiene por objeestldio de la estructura, la
morfologia, la fisiologia y la patologia de la palplental y de los tejidos

perirradiculares y asi como de su tratamiento ({danaBrau, 2006).

La pulpa dental es un tejido conectivo compuestaupa capa exterior, que a su
vez constituye la capa interna de la dentina, comda por los odontoblastos; y debajo
de ésta se encuentra la capa acelular, rica ernntgiones nerviosas sensitivas y
capilares sanguineos. Las agresiones a la misnma goe caries o traumatismos,
desencadenan a lo largo del tiempo diferentesquitd (Velasquez y cols., 20105
caries dental es una infeccién localizada, destagt progresiva de la dentina que en
su evolucion puede ocasionar necrosis pulpar yotangial pérdida del diente como
causa de los microorganismos que participan en. élts productos toxicos,
enzimaticos y metabdlicos generados por las bastesé diseminan por el liquido
dentinario y alcanzan la pulpa antes que los psopi@roorganismos. De esta forma
provoca un cuadro inflamatorio por medio de lariiogdn de endotoxinas, las cuales
pueden penetrar en la dentina por difusidbn con o psesion hidrostatica y son
escasamente neutralizadas por los anticuerpos nuadiglesencadenar reacciones
inmunitarias especificas e inespecificas (Pumaralas., 2006).

En primer lugar puede desencadenar una pulpiteysidole en la que la pulpa se
encuentra vital pero inflamada (con predominio @@y y con capacidad de repararse
una vez que se elimine el factor irritante. Los o inflamatorios que se dan en esta
etapa son: vasodilatacion, congestion, estasimbisis, aglomeracion de leucocitos
dentro de los vasos sanguineos, edema, rupturasdeatos y hemorragia local. Si la
pulpitis reversible progresa y no se trata se waigi una pulpitis irreversible en la que
la pulpa se encuentra vital, inflamada, pero spacalad de recuperacion, aun cuando
se hayan eliminado los estimulos externos que peovel estado inflamatorio. En este
caso las bacterias han alcanzado la pulpa dondasisatan y establecen formas
sintomaticas y asintomaticas de este tipo de psilhia flora microbiana presente en la

pulpitis irreversible asintomatica, de respiraciaerobia y anaerobia facultativa,

Uso de la terapia fotodinamica y el chitosan erodndcia 2



INTRODUCCION

fundamentalmente se va transformando en un mediesgéracion anaerobia estricta, lo
que dificulta los procesos fagociticos, facilitare el desarrollo y la multiplicacion
microbiana, especialmente de bacterias anaerolpi@gnciados por simbiosis y
sinergismos microbianos. Las bacterias gram negg@naerobias estrictas tienen una
elevada capacidad proteolitica y colagenolitical@gue contribuyen en gran medida a
la desestructuracion del tejido conjuntivo pulpare si continla en el tiempo da lugar a
una necrosis pulpar que se define como una dessicnpo séptica 0 no del tejido
conjuntivo pulpar que cursa con la destrucciénstitema microvascular y linfatico de
las células y, en dUltima instancia, de las fibrasviosas. Se observa un drenaje
insuficiente de los liquidos inflamatorios debidtadalta de circulacion colateral y la
rigidez de las paredes de la dentina, originandawmento de la presion de los tejidos y
dando lugar a una destruccion progresiva hastatayieela pulpa se necrosa. Cuando
esto ocurre, el crecimiento bacteriano se mantieméro del conducto y sus productos
metabodlicos se extienden al periapice originando las enfermedad periapical
(Velasquez y cols., 2010); una lesion inflamatariaivel local que afecta a los tejidos
que rodean la porcién apical de la raiz dental¢Nub y cols., 2002; Pumarola y cols.,
2006; Garcez y cols., 2008; Singh y cols., 201®).clasifica en periodontitis apical
sintomatica o aguda (PAA), definida como una infladn aguda en los tejidos
periapicales acompafiada de sintomas clinicos camoo gue puede estar causada por
la infeccion primaria como resultado de la necrgaipar (Nuringa y cols., 2010) y
periodontitis apical crénica si la anterior progretando lugar a la apariciéon de
estoma o fistula con un débil equilibrio huéspespledador en el periapice (Schulz y
cols.,2009) con sintomas clinicos minimos o nuf@an@lda y cols.,2010 y Selcuk y
cols., 2013). Durante este proceso se originadls@cion del hueso periodontal que si
se mantiene en el tiempo puede desembocar endalpédte la pieza dental (Graunaite
y cols., 2011).

Uso de la terapia fotodinamica y el chitosan erodndcia 3



INTRODUCCION

|.2. El proceso infeccioso

Los dientes actian como barreras mecanicas defsnisnpidiendo la invasion
microbiana de la pulpa. Aun asi, las bacterias @uedilizar diversos mecanismos para

llegar a la cavidad pulpar como son (Pumarola §.¢c80D06):

* Tubulos dentinarias Las bacterias acceden a la cdmara pulpar cuaado |

distancia que les separa de misma es de 0,2 mnhefDgiMoller, 1991).
» Exposicién directaPor trauma, fractura o por iatrogénia.

* Ligamento periodontalLos microorganismos presentes en el surco gihgiva
pueden alcanzar el sistema radicular de condudies'és de un canal lateral o a
través del &pice. Esta migracibn es bastante conefin pacientes

periodontalmente comprometidos.

* Anacoresis:Los microorganismos son transportados hasta ledumbos debido
a un trauma 0 a una cirugia produciendo asi uhamiaftién con ausencia de
exposicion pulpar. Esta invasion puede darse a sabamue hubiera habido

sintomatologia previa.

» Saliva Diferentes investigaciones han revelado que daselbias presentes en la
saliva pueden invadir el sistema radicular dedootos a través de una
restauracion defectuosa (Torabinejad y Ung, 1988).muy importante, por
tanto, restaurar y sellar la camara pulpar desmlegsun tratamiento de

conductos.
» Exposicion directaPor trauma, fractura o por iatrogénia.

» Contiguidad Puede existir cierto grado de migracion de miganismos a
través de los tejidos de un diente afectado a dgacente sano.

Uso de la terapia fotodinamica y el chitosan erodndcia 4



INTRODUCCION

[.2.1 Microorganismos e infeccion.

* Infecciones intrarradiculares
En las infecciones endodonticas podemos aislar raige microorganismos
(Lakshmi y cols., 2010):

a) Bacilos anaerobios Gram negativos: Estas bastee han reclasificado en
dos géneros: sacarolitica (Prevotella) y asat@madi (Porphyromonas), (Shah y
Collins, 1990).

* Prevotella (Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, \Rrtella
tannerae, Prevotella multissacharivorax, Prevotellaaroniae vy

Prevotella denticola).

* Porphyromonas (Porphyromonas endodontalis y Porphyromonas

gingivalis.)

b) Tannerella forsythig primer patdégeno periodontal encontrado en intetzs

endoddnticas),
¢) Fusobacteriun{Fusobacterium nucleatum y Fusobacterium periodontig

d) Espiroquetas(Treponema denticola, Treponema sacranskii, Trepmne

parvum, Treponema maltophilum y Treponema lecititioum)

e) Anaerobios Gram positivos corfgeudoramibacter alactolyticus, Filifactor
alocis, Actinomyces spp.,Propionibacterium proptom, Olsenella spp.,Slackia

exigua,Mogibacterium timidum y Eubacterium spp

f) Cocos Gram positivos como Streptococcus sfpreptococcus anginosus,

Streptococcus mitisi, Streptococcus sangliymisnterococcus faecalis

g) Bacilos Gram positivos anaerobios cormRseudoramibacter alactolyticus,
Filifactor alocis, Actinomyces spp, Olsenella sgflackia exigua, Mogibacterium

timidum, Propionibacterium propionicum, Eubacterispp

* Y otras especies bacterianas co@ampylobactespp. Campylobacter rectus
y Campylobacter gracilis) Catonella morbic, Veillonella parvula, Eikenella

Uso de la terapia fotodinamica y el chitosan erodndcia 5



INTRODUCCION

corrodens, Capnocytophaga gingivalis Eikenella corrodens, Granulicatella
adiacens, Veillonella parvula, Neisseria, Centipedaeriodontii, Gemella
morbillorum, Bifidobacterium dentium, Capnocytophag gingivalis,

Corynebacterium matruchotii.

|.2.2. Infecciones extrarradiculares

Ocurren cuando los patdgenos avanzan a travéssthsha de conductos y causan
una infeccion extraradicular la cual puede desestadel desarrollo de un absceso con
inflamaciéon de la zona periapical. Las infeccioredraradiculares pueden estar
relacionadas o no con patdgenos provenientes ddénsa de conductos. Los
microorganismos presentes dominantes en este ¢igestbn son bacterias anaerobias
(Tronstad y cols., 1987; Sunde y cols., 2000; Gatiols., 2000; Sunde y cols., 2002)
como Actinomyces spp, Propionibacterium propionicum,pbreema spp, Prevotella
spp, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas endatien Porphyromonas

gingivalis y Treponema forsythia.

[.2.3. Bacterias resistentes
Algunas bacterias pueden persistir después dehtrahto endodontico:
- Bacilos:Fusobacterium nucleatum, Prevotella spp, Campyltdraectus

-Gram _negativas: StreptococcBtfeptococcus mitis, Streptococcus gordonii,

Streptococcus anginosus, Streptococcus Qralisactobacilli. Staphylococci.E.
faecalis. Olsenella uli. Pseudoramibacter alactolyticus. Pianibacterium spp.

Actinomyces spp. Bifidobacterium spp. Eubacteripm Parvimonas micra

|.2.4. Factores de virulencia

La mayoria de microorganismos hallados en conduettisulares infectados son
comensales habituales, que han conseguido entraomacto con el tejido pulpar,
normalmente, a través de una lesidén por cariesunilg de los factores de virulencia

qgue pueden tener un papel importante en infecciemgsdonticas son los siguientes:

Uso de la terapia fotodinamica y el chitosan erodndcia 6



INTRODUCCION

-Lipopolisacaridos: También conocidos como endataxi (Schein y Schilder,

1975). El lipopolisacéarido es una parte integraladeared celular de las bacterias Gram
negativas. Cuando esta se libera se produce enlpa pna movilizacion de los
mecanismos de vigilancia inmunoldgica. Las endotirelacionadas con este proceso
estan involucradas en la inflamacion periapicaladéivacion del complemento y la
destrucciéon del hueso periapical (Dwyer y Toralsidej1980; Horiba y cols., 1992;
Khabbaz y cols., 2001; Jacinto y cols., 2005).

-Acido_lipoteicoico: Se encuentra en la pared eelde las bacterias Gram

positivas, formado por acido teicoico y lipidos ¢doy cols., 1997). Las patogenicidad
de este acido asemeja a la de los lipopolisacéaftdoken, 2001). El 4cido se libera en
la lisis celular y se une a células diana, las eudhteractian con los anticuerpos

activando asi la cascada del complemento.

-Fimbrias: Son macromoléculas largas, filamentosses, encuentran en la
superficie de muchas bacterias Gram negativas. pBugecciones, estan hechas de
subunidades de proteinas. Las fimbrias estan iagd& en la union e interaccion con
otras bacterias. (Tang y cols., 2004).

-Peptidoglicanos: Son los componentes principakedadpared celular de las

bacterias Gram positivas. Tras la lisis celulag feeptidoglicanos son liberados y
pueden hacer reaccionar al sistema inmune, asi awhogir la regulacion de células
inflamatorias y citoquinas (Wang y cols., 2000)smeptidoglicanos pueden facilitar
una respuesta inmune adaptativa a través de losdfagos (Myhre y cols., 2006). El
efecto de los peptidoglicanos es potenciado erepois de lipopolisacaridos (Wang y
cols., 2001).

-Céapsulas: Su funcion es la de proteger a la badiente a la fagocitosis, virus
bacterianos y materiales toxicos hidréfobos. Baatey hongos se hacen valer de estas

capsulas para eludir la activacién del sistemaa®plemento.

-Vesiculas extracelulares: Producidas por bactéi@sn negativas, permiten la

liberacion de sus contenidos en el medio ambiexttaaelular. Las vesiculas contienen
proteinas y lipidos responsables de la hemaglidinaadhesiéon bacteriana, hemdalisis y
actividades proteoliticas (Kinder y cols., 1989gslLbacterias se sirven de estas

vesiculas extracelulares para interactuar conlastprocaridticas y eucarioticas ademas

Uso de la terapia fotodinamica y el chitosan erodndcia 7



INTRODUCCION

de regular la interaccion entre bacterias cercdBaseridge, 1999; Kuehn y Kesty,
2005).

-Proteinas extracelulares: Producidas por bactegstas enzimas son liberadas

durante la lisis celular bacteriana contribuyendta g@ropagacion de la infeccion a
través de la neutralizacion de inmunoglobulinas gmponentes del sistema de

complemento. (Sundqvist y cols., 1985).

-Acidos grasos: Estos elementos son los subprosiwdgola fermentacién que
llevan a cabo las bacterias anaerobias obligatod incluyen acido butirico y acido
propionico. Estos éacidos estimulan la respuestéantdtoria y la liberacion de
citoquinas inflamatorias que contribuyen al procdsanfeccion. (Niederman y cols.,
1997; Kurita-Ochiai y cols., 2006).

-Poliaminas: Son moléculas pequefias que contribayérs sintomas clinicos

como el dolor y la formacion de fistula (Maita y£p1990).

Existe por tanto, una relacion directa entre lgsoi@s de virulencia y los signos y
sintomas clinicos en la enfermedad periapical, @&nge conocen otros mecanismos
por los cuales las bacterias también pueden moalilgaroceso infeccioso como la
capacidad de algunas bacterias intracelularesativar a los fagocitos, consiguiendo
asi, evitar ser destruidas por macrofagos y nelasdéfJansen y Yu, 2006). Algunas
bacterias pueden variar genéticamente sus antigeneaperficie, lo que confunde al
sistema inmune a la hora de atacar a estos orgami@nank y Barbour, 2006). Una
comprension profunda de estos factores de virdemcs ayuda a identificar los

objetivos terapéuticos en infecciones endoddnticas.

[.2.5. Biofilms bacterianos
La capacidad de los microorganismos para agrugsrs@ hecho esencial para su
supervivencia en cualquier ambiente, de hechoda grayoria crecen y desarrollan sus
funciones metabolicamente integrados como miemli®scomunidades (biofilms)
(Cohen vy cols., 2011). El biofiim puede definirsemo una comunidad de
microorganismos que crecen embebidos en una nugtréxopolisacaridos y adheridos
a una superficie inerte o un tejido vivo. El creleinto en biofilms representa la forma

habitual de crecimiento de las bacterias en larakgza (Lasa y cols., 2005).
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INTRODUCCION

El biofilm que se localiza en la estructura deptade alcanzar hasta 300 o mas
capas celulares de espesor. Estas microcolonigepwstar formadas por un unico tipo
bacteriano, pero en la mayoria de casos suelencegunidades mixtas. Las
microcolonias formadas en la superficie del biofisurgen de la colonizacion de
bacterias planctonicas, es decir no unidas. Dulasterimeras etapas de la formacion
del biofilm las bacterias se unen a numerosas ipagelel huésped y se coagregan con
otras bacterias. Estas interacciones conducen aiearan la tasa de crecimiento, la
expresion génica y la produccion de proteinas aaojot asi fenotipos radicalmente

distintos a los de sus homadlogas planctonicas (Cyglmels., 2011).

1.2.5.1 Desarrollo del biofilm

Las bacterias pueden formar el biofilm en cualgsigrerficie que esté bafiada por
un fluido que contenga nutrientes. Los componeptexipales en la formacion de

biofilms son células bacterianas, una superficielad un medio fluido.
La formacion de biofilms se produce en diferensse$:

- Adsorcion de moléculas organicas e inorganicak auperficie solida y

formacion de la capa de acondicionado.

- Adhesion de las células microbianas a la capaabmdicionado. Diferentes
factores afectan a dicha unién tales como el pHpé&gatura, disponibilidad nutricional,
tiempo de contacto, hidrofobicidad de la superfifiarante este proceso, la bacteria se
adhiere a la superficie del sustrato mediante fimsbrpili, flagelos y polisacaridos
extracelulares (glicocalix). Este tipo de adheranaicial no es especifica y se da
debido una atraccion electrostatica para produwdr adherencia posterior, esta vez si,
especifica, entre la bacteria y el sustrato graaids adhesina en la supercie de la
bacteria.

- En esta etapa se produce una atraccion de catiores secundarios a la
monocapa, los cuales forman microcolonias, dangiarla la estructura final del biofilm

(Cowan y cols., 1987; Costerton y cols., 1999;).
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[.2.5.2 Biofilms endoddnticos

La evolucion de la infeccion altera el ambiente dehal volviéndolo mas
anaerobico. Estos cambios dentro del canal hacenlasupervivencia dentro del
mismo sea dificil para los microorganismos supeewites. Aun asi, una esterilizacion
completa del canal es casi imposible de consegelidd a la persistencia de los

patdgenos y a la complejidad anatémica del sisti@nductos radiculares.

Los biofilms bacterianos en endodoncia se puedssificlar de la siguiente forma:
» Biofilms intracanal.

» Biofilms extrarradiculares.

Biofilms periapicales.

Biofilms por biomaterial.

|.2.5.3 Biofilms intracanal

Identificados por primera vez por Nair en 1987n $peliculas microbianas
formadas en la dentina del canal radicular de w@mtdiinfectado (Nair, 2000). La
invasion del sistema radicular de conductos, ireatalp los tubulillos dentinarios, esta
delimitada a bacterias con las caracteristicas sagies para sobrevivir en dicho
ambiente tales como, Propionibacterium  spp., Bifidobacterium  spp.,

Peptostreptococcug Veillonella spp(Love y cols., 2004).

1.2.5.4 Biofilms extrarradiculares

También se denominan biofilms de superficie de Bézforman en el cemento de
superficie de la raiz adyacente al apice de diarideddnticamente infectados (Frank y
cols., 2006).

Los biofilms extrarradiculares estan relacionades @eriodontitis apicales
asintomaticas y con abscesos apicales crénicosfistulas. A veces, el biofilm
extrarradicular se calcifica y se asocia con inflaidn periapical y un retraso en la

cicatrizacion a la espera de ser resuelto de faleratdgrada (Harn y cols., 1998).
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1.2.5.5 Biofilms periapicales

Son biofilms aislados que se encuentran en la mepgé¥iapical de los dientes
endododnticamente infectados. Pueden o no, ser demées del conducto radicular.
Estos microorganismos tienen la capacidad de sufmeranecanismos de defensa del
huésped, prosperar en el tejido periapical inflammgdposteriormente inducir una

infeccidn periapical (Hornef y cols., 2002).

[.2.5.6 Biofilms por biomaterial

Se forma cuando las bacterias se adhieren a lafisigoeel biomaterial artificial
creando un biofilm. (Wilson, 1996). En endodondas biofiims se forman en
materiales de obturacibn en el conducto radiculestos biofilms pueden ser
intrarradiculares o extrarradiculares dependiendosidel material de obturacion se

encuentra dentro del canal o se ha extruido masiallapice.

|.2.6.Enterococcus fecaelis

El género Enterococcus engloba un conjunto de ®&spemorfolégicamente
semejantes a los estreptococos. Causan infecawagsliversas y poseen un creciente
interés en el caso de los procesos oportunistags@an en parejas y cadenas cortas y
aungue su habitat natural es el intestino, se bdidp aislar a veces como microbiota
normal en la mucosa bucal y dorso de la lengua.bieamse han descrito su presencia

en infecciones pulpo-periapicales y en bolsas geritales (Liébana y cols., 2002)

Es un microorganismo anaerobio facultativo gramitpos que raras veces se
encuentra en grandes cantidades en las infeccemd®ddnticas primarias, pero que
esta fuertemente asociado con los fracasos endod®1{7 7%) y con las periodontitis
apicales crénicas (50% de los casos) (Fimple y.,c8808; Pagonis y cols., 2010;
Pavaskar y cols., 2014). Aunque la temperaturan@ptie crecimiento in vitro de este
microorganismo es de 35°C, se ha observado surtesto también entre 10°C y 45°C.
Todas las cepas pueden crecer en medios que cantesgulina, la cual hidrolizan en
presencia de sales biliares al 40% (medio agas-édculina). Casi todas las cepas son
homofermentativas, siendo el acido lactico el pobaufinal principal de la

fermentacion de la glucosa, no producen gas y miiecen enzimas citocromicas
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(Facklam vy cols., 1999 y Portenier y cols., 20@3)E. faecalistiene una pared celular
con antigenos del grupo D, constituidos por acigotéicoico que se encuentra
asociado a la membrana citoplasmatica de la bacterque contiene residuos de
glicerol. Ademas, posee gran cantidad de mureidaigo teicoico (Portenier y cols.,
2003). Presenta un alto grado de supervivencinoatlepender totalmente de sus
factores de virulencia (enzimas liticas, citobsin sustancias de agregacion,
feromonas). Es capaz de suprimir la accién defardgvios linfocitos, contribuyendo al
fracaso de la endodoncia, y puede permanecer gneebr del conducto radicular a
pesar de la existencia de condiciones extremasdaleb su elevada capacidad de
invasion y de unioén a las fibras de colagena. Sefuartemente a la dentina tubular
mediante la produccion de la enzima convertidorarggotensina, promotora de dicha
union, y la serin proteasa (Stuart y cols., 200€aikai y cols., 2014). Ademas es capaz
de formar “biofilms” en la superficie dentinariagjlo hacen mil veces mas resistente a

la fagocitosis, anticuerpos y antimicrobianos (8tya&ols., 2006).

Es resistente al hidréxido de calcio usado fre@mehte como medicacion
intraconducto, ya que mantiene su pH debido apaadad tampon de su citoplasma y

formacion de una bomba de protones (Stuart y 2066)

Por tanto el desarrollo de estrategias terapéutardthacterianas es muy
importante para poder eliminar la totalidad de pucganismos presentes en los
conductos radiculares (Singh y cols., 2011); ene@sp aquellos que presentan
resistencias a los productos antibacterianos atiis en la actualidad.

|.3. Desinfecciéon del conducto

La complejidad del sistema de conductos radicultiese que un completo
desbridamiento y eliminacion de dichas bacteriagliame la instrumentacion e
irrigacion o mediante la colocacion de una med@adntraconducto (antibidticos o
antisépticos)(Garcez y cols., 2008), sea practiosanienposible (Singh y cols., 2011),
pudiendo asi en el momento de la obturacion raaliquedar gran cantidad de bacterias
remanentes (perceptible en el 50% de los caso®)iizayg cols., 2010 y Xu y cols.,
2009), que puede llevar al fracaso del tratamiéptoart y cols., 2006).
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La presencia de “barrillo dentinario” no solduee la eficacia de las sustancias
irrigadoras y de la medicacion intraconducto eddainfeccion del conducto sino que
mantiene presencia de gérmenes en el interior demm Los fracasos de los
tratamientos endodonticos estan asociados a abi@sdzantidades de microorganismos
aerdbicos Gram positivos y facultativos, mientrag @n las infecciones primarias
predominan los anaerobios estrictos (Pagonis y,@040). El tipo de microorganismo
presente en el conducto influye en la tasa de édtdratamiento, siendo menor si se
trata de Gram positivos (68%), mientras que pasddmam negativos aumenta hasta un
98% (Garcez y cols., 2008).

Uno de los principales objetivos del tratamientalcgtontico es limpiar y
desinfectar los conductos radiculares para elimglatejido infectado y los restos
inorganicos del conducto radicular. Dependienddad®istancia empleada para ello se
obtendran unas propiedades bactericidas y de disalde tejidos adicionales (Navarro
y cols., 2010 y Bhuva y cols., 2010).

1.3.1. Soluciones irrigadoras

Existen diversas sustancias que se usan pararifogaconductos radiculares

durante el tratamiento endodontico; que se pueldsificar en:
» Alcalis

* Hipoclorito de sodio (NaOCI): Presentado por primera vez como agente
blanqueador, las soluciones de hipoclorito fuer@magdo una amplia
aceptacion como desinfectantes a finales del il basandose en los
estudios de laboratorio de Koch y Pasteur (Mohammgadls., 2008). En la
Primera Guerra Mundial, Henry Drysdale Dakin y A¢ekarrel extendieron
el uso de una solucion al 0,5% de hipoclorito déicspara la irrigacion de
heridas infectadas, basados en los estudios nesasilde Dakin sobre la
eficacia de diferentes soluciones en los tejidasaieos infectados (Dakin,
1915).

Ademas de su amplio espectro y la eficacia de eimmicrobios no

especificos, las preparaciones de hipoclorito sda sez esporicidas y
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virucidas y también tienen un efecto disolventersadbs tejidos necroéticos
en vez de sobre los tejidos vitales (Austin y Tgyl®18; Valera y cols.,
2009). Ademas es efectivo para todas las formdas. daecalisincluyendo

su presencia como biofilm (Bhuva y cols, 2010).

Estas caracteristicas, llevaron al NaOCI| acuossr asado como irrigante
principal en endodoncia a principios de 1920 (Qrass 1943; Zhender y
cols., 2003).

Siempre ha existido controversia sobre qué coraentr es la mas eficaz
y menos téxica de las soluciones de hipocloritoapser utilizada en
endodoncia. La solucion original de Dakin (0,5% M&due disefiada para
tratar heridas abiertas, se supuso, que en uncargdmada como es el
sistema de conductos, las concentraciones dehianédsealtas para obtener
una mayor eficiencia que la solucion original de&kiDgGrossman, 1943).
La eficacia antibacteriana y la capacidad de daotude los tejidos del
hipoclorito acuoso estd directamente ligada a socemttracion, pero
también lo esta su toxicidad (Spangberg y cols731%hademi y cols.,
2007). Se ha demostrado que a concentracione28& %=l hipoclorito es
capaz de irritar los tejidos perirradiculares cuapdr accidente se extravasa
durante la irrigacion endodontica (Hulsmann y Ha2000). Otro de los
inconvenientes del hipoclorito a una concentracitin 5,25%, es que
disminuye significativamente el mdédulo de elastaddy resistencia a la
flexion de la dentina en comparacion con una soétusialina, mientras que
a una concentracion al 0,5% no (Sim y cols., 208%)o es debido a la
accion proteolitica del hipoclorito concentrado reola matriz de colageno
de la dentina.

Otro enfoque para mejorar la eficacia del hipotdoen el tratamiento de
conductos es la de aumentar la temperatura déuei@o de NaOCI de baja
concentracion. Esto mejora su capacidad de dismiwe tejido (Abou-Rass
y Oglesby, 1981). Ademas, las soluciones de hipibalocalentadas
eliminan los residuos organicos dentinarios de meameas eficiente. El
aumento de la temperatura de NaOCI en 5 gradodicdugu actividad

(Cunningham y Balekjian, 1980).
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A pesar de ser un irrigante muy eficaz no es capazeliminar
completamente el barrillo dentinario, por lo que hse recomendado su
combinacion con otros agentes para mejorar la émgply desinfeccion de
aquellas zonas de dificil acceso, como son losuind laterales o tlbulos
accesorios (Cohen y cols., 2011 y Miliani y cakf12).

» Agentes antibacterianos

» Clorhexidina (CHX): es un agente antimicrobiano de amplio espectro
eficaz contra bacterias gram-negativas y gramdipasit Posee un
componente molecular catibnico que se une a lasaszorargadas
negativamente de la membrana celular de los migamismos,
induciéndoles la lisis celular. Durante muchos afes ha usado en
tratamientos preventivos y periodontales como @ueducal para prevenir
la aparicién de placa (Cohen y cols., 2011). Rasefiéctiva en infecciones
secundarias a procedimientos quirdargicos orales, § mantenimiento de la
salud de los tejidos peri-implantarios. Asi misnealuce la cantidad de
bacterias después de la manipulacion dental y tambe emplea en el
tratamiento de aftas recurrentes y estomatitis coomsecuencia del uso de

dentaduras removibles.

La clorhexidina esta especialmente indicada enosgrupos de riesgo de
la poblacion, como las personas con ortodoncia,dlssapacitados y los
pacientes deprimidos inmunolégicamente (Podbielgkicols., 2003).
Actualmente se esta usando como irrigante endambdptir su sustantividad
y su actividad antibacteriana de larga duraciémotan forma de gel como
de liquido, a una concentracion del 2% (Stuartlg.c8006; Cohen y cols.,
2011y Miliani y cols., 2012). Se ha demostrado gsieficaz para reducir o
eliminar completamente los microorganismos del cotaly de los tlbulos

dentinarios y es bien tolerada por el tejido cameqgteriapical.

La CHX es activa frente a una amplia gama de migaasmos, tales
como bacterias Gram-positivas y Gram-negativasuymeidoEnterococcus
faecalis (E. faecali3, levaduras y hongos. Cuando se utiliza como un

medicamento intracanal, la CHX es mas eficaz qu€afDH) contra la
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infeccién por E. faecalis en tubulos de la denf@ayrouwi y cols., 2002;
Basrani y cols., 2003; Gomes y cols., 2009). Feyreals. mostré que el gel
de CHX al 2% tiene varias ventajas sobre la solud® CHX al 2%, a pesar
de tener propiedades similares antimicrobianas, sdstantividad vy
biocompatibilidad (Ferraz y cols., 2001 y Ferrazois., 2007). Por tanto, el
uso de gel de la CHX como medicamento intracanats@mienda para un
corto periodo de tiempo (3-5 dias), en particutaaguellos casos en que los
canales se preparan, pero no pudieron ser obtuaiofalta de tiempo.
También se recomienda su uso en casos de exudgei@ue conserva su
actividad antimicrobiana en presencia de sangr&os anaterias organicas
(Foulkes, 1973).

» Acetato de bis-dequalinio:se ha usado como sustancia irrigadora por ser
un buen desinfectante, con baja toxicidad, bajsiGensuperficial y accién

quelante (Canalda y cols., 2006).

> Oxidantes

* Peroxido de hidrogeno: se ha utilizado como un irrigante endodontico
durante afos, principalmente en concentracionescian entre el 3% vy
5%. Es activo frente a bacterias, virus y levad@shen y cols., 2011).
Los radicales libres hidroxilo actian sobre lastgimas y el ADN
bacterianos y al entrar en contacto con los tejadganicos en combinacion
con el hipoclorito de sodio, se desprenden burbd@soxigeno que
colaboran en la eliminacion mecéanica de los resisticos del conducto y
tienen un efecto antibacteriano sobre los anaesol@ohen y cols., 2011;
Canalda y cols., 2006).

» Quelantes

« Acido etilendiaminotetraacético (EDTA): también se utiliza en la
irrigacion de conductos, y aunque tiene escasai@at antibacteriana, es

importante por su capacidad de eliminar los rasimganicos permitiendo
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asi un mejor acceso de otras sustancias irrigankes tibulos dentinarios
(Stuart y cols., 2006). A pesar de ello, no pudoeimar completamente la
capa de barrillo dentinario del conducto, y es sage combinarlo con otro
agente irrigador como es el hipoclorito sédico palianinar los restos
organicos. El EDTA generalmente se emplea a uneetdracion del 17 %
pudiendo eliminar los restos dentinarios en merogrdminuto cuando esta
en contacto directo con la pared del conducto walic Ademas de su
capacidad de limpieza, los agentes quelantes puwbesgrender el biofilm
adherido en las paredes del conducto, lo que expbmo el EDTA puede
reducir la cantidad de microorganismos presentes emsmo pese a tener
una capacidad antiséptica limitada (Coehn y c@@11; Miliani y cols.,
2012)

> Acidos

« Acido citrico empleado al 10% de forma individual elimina elritiar
dentinario pero como en el caso del EDTA, tieneass@ccion antibacteriana.
Sin embargo una solucién de 0,1% de benzoato de afiddido a acido citrico
al 10% podria aumentar su poder bactericida (Syuzots., 2006).

» MTAD: Es un nuevo irrigante que consiste en la mezelaund antibiético
(doxiciclina), un &cido (acido citrico) y un detenge que presenta mayor poder
antibacteriano que el EDTA y el acido citrico. Sicazia se atribuye a su
actividad anticolagenasa, su bajo pH, y su capdcida ser liberado
gradualmente en el tiempo (Stuart y cols., 2006pgae no existe mucha
informacion acerca de su mecanismo de accién ex@ctoen y cols., 2011). Su
efecto antibacteriano se atribuye principalmeni& @oxiciclina, un isémero de
la tetraciclina. Las tetraciclinas son antibidticbacteriostaticos de amplio
espectro eficaces contra una amplia gama de mgao@®mos y ejercen su
accion a través de la inhibicion de la sintesipmideinasEl otro componente
del MTAD, el acido citrico, tiene una actividad ibatteriana limitada, pero

puede aumentar el efecto antibacteriano de algsoatancias por afectar
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directamente a la membrana celular de la bacteddeynas puede facilitar la
penetracion del MTAD en la dentina. Sin embargobigém puede servir de

nutriente para algunas bacteria e inactivar lapipdades antibacterianas de
algunos agentes desinfectantes tales como CHXpgvalona yodada (Cohen y
cols., 2011; Milianiy cols., 2012).

» Ozona La terapia de oxigeno y ozono tiene una largtigssde investigacion
en aplicaciones clinicas y terapéuticas en seremhos. La primera aplicacion
meédica fue en 1870 cuando Lender purificé la saregretubos de ensayo
(Azarpazhooh y Limeback, 2008; Stoll y cols., 2008ohammadi y cols.,
2013). El ozono (g), es una molécula triatbmica de oxigeno con uro pes
molecular de 47,98 g / mol. Termodinamicamente res molécula altamente
inestable y se descompone en oxigeno pugd ¢Gn una vida media corta en
determinadas condiciones de temperatura y preBiooc{, 2006). En el ambito
clinico, un generador de oxigeno / ozono simuleayn a través de un campo de
descarga eléctrica (Saini, 2011).

El gas ozono tiene un alto potencial de oxidaci@s \1,5 veces mas eficaz
qgue el cloruro cuando se utiliza como agente aaotohiano contra bacterias,
virus, hongos y protozoos. También tiene la capatidle aumentar la
circulacion de la sangre y regular positivamente réspuesta inmune
(Mohammadi y cols., 2013).

El ozono se aplica a los tejidos orales en lasian@es formas: agua
ozonizada, aceite de oliva ozonizado y gas oxigezono. El agua ozonizada y
el aceite de oliva son los sistemas de suminisieales ya que tienen la
capacidad de atrapar y luego liberar oxigeno / ozBstas formas de aplicacion
se utilizan de forma individual o en combinacion eh tratamiento de
enfermedades dentales (Seidler y cols., 2008). &rprhctica clinica de
endodoncia, el ozono se ha utilizado en forma gas¢4,2 x 10 6 g m-3
HealOzone; KaVo, Biberach, Alemania) (Mohammadolsc2013). La mayoria
de los estudios sobre las aplicaciones del ozondaeendodoncia se han
centrado en su actividad antimicrobiana. Nagaygstols. encontraron que el
agua ozonizada (0,5-4 mg / I) fue muy eficaz dgsmmdo microorganismos

Gram-positivos y negativos (Nagayoshi y cols., 30Q04s bacterias Gram-
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negativas, tales comd’orphyromonas endodontaligP. endodontalijs y
Porphyromonas gingivali§P. gingivalig, eran sustancialmente mas sensibles al
agua ozonizada que los estreptococos orales Graitivpe y C. albicansen
cultivo puro (Siren y cols., 2004). La actividadibacteriana del ozono gaseoso
demostré que era mayor quel&der potasio fosfato de titanilo (KTP) y menos
gue el NaOCI (Kustarci y cols., 2009), por lo geleyso de ozono en gas en los
fluidos de irrigacion puede ser util como completogoara la desinfeccion en
endodoncia (Case y cols., 2012).

Debido a la alta potencia oxidativa del ozononlaiacion del mismo puede
ser toxico para el sistema pulmonar y otros orggmmslo que, todos los
materiales que entran en contacto con el gas dadyaesistentes al ozono, tales
como vidrio, silicio, y teflon (Mohammadi y col2013).

El ozono mejora la cicatrizacion de heridas, ayerdal tratamiento de caries
de superficie en raices expuestas. Por otra gaatece que el ozono no tiene
efecto adverso significativo sobre la adhesion idana. A pesar de la poca
frecuencia de efectos secundarios, la terapia dencozpuede causar
complicaciones médicas graves, por lo tanto, se thier cuidado con su uso y

manejo.

> Propolis. El propolis o propoleo es una sustancia resinosdagiabejas recogen
de diversas plantas y lo usan para cubrir las parel@ la colmena, rellenar
grietas o huecos, y embalsamar invasores. Sellzadd como un remedio en la
medicina popular desde tiempos antiguos. La comjgwsguimica del propolis
es muy compleja e incluye compuestos organicoss taamo compuestos
fenolicos y ésteres, flavonoides en todas sus ferflavonoles, flavonas,
vonones flagrantes, dihidroflavonoles y chalcon&s)penos, beta-esteroides,
aldehidos aromaticos y alcoholes, sesquiterpemstifyemos y terpenos (Viuda-
Martos y cols., 2008). La composicion quimica dedpdleo es también muy
variable y depende de la flora locales en el lauigarecoleccion (Bankova, 2005;
Uzel y cols., 2005). El propdleo se ha demostrade posee propiedades
antibacterianas, antifungicas, antivirales, arftamatorio, hepatoprotectoras,
antioxidantes, antitumorales, y efectos inmunomadiaies (Viuda-Martos y
cols., 2008; Bankova, 2005). Ademas de todas qgutagiedades, se le ha
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relacionado un efecto antibacteriano principalmeédido al contenido de

flavonoides (Salomao y cols., 2004; Cushnie y Lagf)5). Los compuestos

fendlicos, terpenos, acidos y ésteres aromaticobiém se ha asociado con sus

propiedades antibacterianas (Marcucci y cols., 200do y cols., 2002;

Bankova, 2005 y Popoya y cols., 2005).

[.3.2 Dispositivos irrigadores

Una limpieza eficaz del conducto radicular debduint¢a agitacion intermitente

del contenido del conducto para evitar que lodues se acumulen en la parte apical

del conducto radicular (Cohen y cols., 2011). Rella podemos emplear diversas

técnicas.

» Técnica de activacion manual

Irrigacidén pasiva: consiste en depositar el irrigante mediante enaga
con agujas de diversos calibres ya sea de formiaapascon agitacion,
introduciendo y retirando la aguja en el conduetdiaular (Vera y cols.,
2012). Las agujas Max I-ProbBe(Dentsply, Auckland, Nueva Zelanda)
presentan un extremo romo y cerrado con un orifigicsalida lateral, para
minimizar la posibilidad de extruir las soluciones periapice. Han
demostrado su efectividad para conseguir un elegaddal de solucién en
la zona apical del conducto (Canalda y cols., 200® esta forma el
irrigante se introduce en el interior del condugtpuede llegar a todas la
partes del mismo si es agitado en su interior nméglianovimientos de

vaivén o corono-apicales con la aguja (Cohen y.ca.1).

Irrigacion manual dindmica: consiste erel uso de un cono de gutapercha
bien adaptado a un conducto previamente instrumerdan un movimiento
hacia dentro y fuera del conducto de aproximadaen2mhm, de esta forma
se produce un efecto hidrodindmico y mejora el ldegmiento e
intercambio de los irrigantes en la zona apicalcemparacion con la

irrigacion esté tica o pasiva (Vera y cols., 2012).
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» Técnicas de activacion mecénicactualmente se han desarrollado una serie
de dispositivos para superar las limitaciones deigacion mediante la jeringa

convencional como son:

» Irrigacion ultrasénica pasiva: consiste en el empleo de una punta de
ultrasonidos activada en el interior del conduat@a wez que este se ha
conformado (Bhuva y cols., 2010). Se han descrigs técnicas de
irrigacion ultrasonica en la literatura. La primereombina la
instrumentacion y la irrigacion ultrasonica simn#amente. La segunda
técnica, denominada irrigacibn pasiva ultrasénicgpera® sin
instrumentacién simultanea, dispensandose pringeswlucion irrigadora
en el interior del conducto y, a continuacién, ggtaay activa con
ultrasonidos. Una tercera forma consiste en lgadaibn continua, en la
gue el irrigante se dispensa de forma continua tnagnse agita. Los
sistemas ultrasénicos Yy soénicos pueden facil@aeliminaciéon de los
restos histicos de la luz del conducto asi comiinpieza de istmos o
canales en forma de C mediante la transmision iaalgt penetrar los
tubulos dentinarios o conductos laterales, logramu® desinfeccibn mas
efectiva, siendo una opcidon importante en los <a® necrosis pulpar
(Cohen, 2011 y Garcia y cols., 2013).

 Irrigacion soénica: Tronstad (Tronstad y cols., 1985) fue el primero en
reportar el uso de un instrumento sénico en endvdoan 1985. La
irrigacion sonica es diferente de la ultrasOnicaspopera a una frecuencia
mas baja (1-6 kHZ); ademas, genera una mayor armdpdit un mayor
movimiento hacia atras y hacia adelante del movitoiele la punta, los
patrones de oscilacion son diferentes a los détrss ultrasonico y el
sistema sonico presenta una oscilacion de la limnanpente longitudinal.
Este tipo de vibracion ha mostrado ser eficientedaefimpieza de los
conductos radiculares. Un ejemplo de este tipoistersas es el Endo
Activator® (Dentsply, Tulsa, EEUU) el cual consiste en uma@ide mano
portatil con tres tipos de puntas de polimero dedgdes de diferentes

tamafios. La punta vibradora en combinacién con @limiento hacia
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dentro y hacia afuera del conducto radicular predun fendémeno

hidrodinamico (Garcia y cols., 2013).

* lrrigacion mediante presion apical negativa: constituye otro de los
métodos empleados para la irrigacion final del cetwl La irrigacion se
suministra a la camara pulpar y una aguja muy fioaectada al
dispositivo de succion de la unidad dental se @olen el conducto
radicular. Mediante este mecanismo el exceso dgairte se transporta
apicalmente desde la cavidad de acceso y es etimiera Ultima instancia
a través de la aspiracion. En primer lugar, unarotanula elimina los
restos presentes en el tercio coronal. Posteridanema microcanula
elimina las particulas presentes cerca de la lodgle trabajo.Un ejemplo
de estos dispositivos es el Endo¥48ybronEndo, Mérida, México) que
€s un sistema que origina poca extrusion de resichés alla del foramen
y es efectivo para la irrigacion final del condu¢@analda y cols., 2006,
Cohen y cols., 2011, Garcia y cols., 2013).

La mayoria de los dispositivos consiguen una mijopieza que las clasicas
agujas (Canalda y cols., 2006).

|.3.3 Medicacion intraconducto

La colocacion de un medicamento en el interioradelducto entre las sesiones
de un tratamiento endodoéntico contribuye de mamdi@z en la desinfeccion del
conducto. Dicho medicamento debe ser efectivo deraado su periodo de aplicacion y
penetrar en los tubulos de la dentina, para pdaemar las bacterias que pueden estar
presentes en su interior; ademas debe poseer mpgeiddd para los tejidos

perirradiculares (Tandam y cols., 2014). Algunodafemedicamentos de uso comun
son:

» Paramanonoclorofenol alcanforado (PMCF): EI PMCF es uno de los
antisépticos intraconducto mas utilizados con urabie efecto antibacteriano
pero también toxicidad sobre los tejidos vitalesila@lo se deposita en el

interior de los conductos radiculares, su efecteadimita a ellos, sino que, a
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través del &pice, se ha demostrado su distribusigtémica, detectandose en
sangre y en orina, ya que su baja tension suprfiaiede facilitar su difusion a
través de los tubulos dentinarios y de los condusezundarios. La asociacion
del paramonoclorofenol con el alcanfor disminuyeefecto irritante histico y
desaparece en un 90% en las primeras 24 horasasantbloca impregnando
un algoddén en la camara pulpar. (Kant y cols., 1$phangberg y cols., 1979;
Soekanto y cols., 1996 y Llamas y cols., 1997).

» Hidroxido de calcio: se ha recomendado como medicacién intraconducto
debido a sus propiedades antibacterianas, anttalasoly disolventes de los
restos tisulares basadas en su elevado pH. Seilizadat clinicamente para
controlar el crecimiento microbiano, disolver losstos organicos, curar la
inflamacion periapical, detener la reabsorciénaaldr inflamatoria y estimular
la formacion de tejido duro. La utilizacion mascirente y eficaz de hidroxido
de calcio es una suspension acuosa. A pesar deeswefecto antimicrobiano, es
dificil de manipular, y de distribuir a lo largold®nductoasi como de eliminar

completamente (Tandam y cols., 2014).

» Clorhexidina: También puede emplearse como medicacion intracomduc
(Canalda y cols., 2006), ya sea en forma de g&%ab en solucion colocada en
un dispositivo de liberacion. La clorhexidina tienma fuerte actividad
antibacteriana frente una amplia gama de bact@rasn-positivas y Gram-
negativas, asi como levaduras, anaerobios famdgatiy aerobios. Es
particularmente eficaz contraehterococcus faecaliprincipal implicado en el
fracaso del tratamiento endodontico y que es esdistal tratamiento con
hidroxido de calcio. Las caracteristicas mas ingraes de la clorhexidina son
su unién a proteinas, su sustantividad, por lo preonga el periodo de
actividad antibacteriana y su baja toxicidad (Tamdacols., 2014). El uso de
Clorhexidina en gel se recomienda para un cortiogerde tiempo (3-5 dias),
particularmente en aquellos casos donde los coosluftieron totalmente
instrumentados, pero no pudieron ser obturadogaitarde tiempo. También se
recomienda en los casos de persistencia de exydgdogue conserva su
actividad antimicrobiana en presencia de sangrdrgs omaterias organicas
(Podbielski y cols., 2003).
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» Asociacion de Clorhexidina e Hidroxido de calcip Estudios recientes han
sugerido que la clorhexidina podria utilizarse emlinacion con el hidréxido
de calcio para mejorar la eficacia antimicrobiamata micoorganismos
resistentes a este. El hidroxido de calcio comluramh clorhexidina al 0,5% es
eficaz contraCandida albicanssurgiendo como una alternativa terapedutica al
uso individual del mismo. Y la mezcla de ambas mer una concentracion de
la clorhexidina al 1% resulta eficaz conidaecalis Asimismo el hidroxido de
calcio también favorece las propiedades antibactas de la clorhexidina frente
agentes patdégenos como esPelptostreptococcus microsina bacteria gram
positiva presente en las periodontitis apicalesice® (Pobdielski y cols., 2003;
Evans y cols., 200; Basrani y cols., 2004).

» Antibioticos

» Triple pasta antibidtica (TAP): contiene minociclina, metronidazol y
ciprofloxacino. La minociclina inhibe la sintesis proteinas en las superficies
de los ribosomas lo que le proporciona su propiedadifangica; y
metronidazol y ciprofloxacino que ayudan a los dildastos a la matriz
extracelular y de colageno. La TAP es capaz detmenen los tubulos
dentinarios y es eficaz contra los microorganisarerdbicos, bacterias gram
negativas y gram-positivas. Promueve la curacioreparacion de tejidos
periapicales creando un ambiente aséptico y aceleral desarrollo funcional
del complejo pulpo-dentinario. Sin embargo, se dédmer cuidado en
pacientes alérgicos a la tetraciclina, y tambiéando se use en los dientes
anteriores, donde podria causar decoloracionesapaninociclina (Chua y
cols., 2014).

» Corticoesteroides + Antibioticos (Ortosporin): se utiliza actualmente en
Odontologia como medicacion intraconducto debidsua componentes:
sulfato de polimixina B, neomicina de sulfato, bichrtisona y una base
acuosa. Esta preparacion reduce la vasodilatadisminuye la exudacion de
liquido, y también presenta una accién vasocomstaca nivel capilar. Sin

embargo, aunque esta combinacion tiene muchas eplages que son

Uso de la terapia fotodinamica y el chitosan erodndcia 24



INTRODUCCION

deseables como medicacion intraconducto, si sézautiflurante periodos
prolongados puede reducir la actividad metabodledalar e incluso impedir o

retrasar la reparacion de tejidos (Ramos y cdl<.0P

* Polimixina B: es un antibidtico cationico que actia sobre la®des

celulares permeables de las bacterias gram negati@asando su muerte. Mas
alla de su actividad antimicrobiana, la polimixiBatambién es capaz de
neutralizar las endotoxinas liberadas por las biastey bloquear algunos

efectos bioldgicos causados por éstas (Maekawisy 2010).

» Propdleo: conocido por ser un antibidtico natural, es undaogetemas de
investigacion meédica y dental actuales. El propéeana mezcla compleja de
resina y sustancias balsdmicas recogidas de alglaraas por las abeja&fis
mellifera), que las modifican con la adicion de secrecigmepias, polen y
cera. El propéleo contiene flavonoides que sonrgicipal componente activo
biologico, y responsables de sus propiedades t@ieps. En odontologia, se
ha utilizado para el tratamiento de las Ulceragsaft, candidiasis, gingivitis
necrosante aguda ulcerativa, gingivitis y periodienty posee actividad
antimicrobiana contreStreptococcus mutang diferentes microorganismos
presentes en conductos de dientes no vitales. Q@i@siedades de esta
sustancia son su accién analgésica y también wmtivantiprotozoaria,

inmunoestimulante, antioxidante y antiinflamatqfRamos y cols., 2010).

* Ledermix: Posee un componente antibidtico (demeclociclinee es un
derivado de la tetraciclina) y un componente egtem (aceténido de
triamcinolona) en su formulaciébn estandar. Se zatilicomo medicacion
intraconducto a medio y largo plazo debido a sudacantiinflamatoria y
antibidtica siendo utii en el manejo de inflamaei®nperiapicales y
reabsorciones radiculares. La presencia de compamesteroideos hace que
el dolor post-operatorio en el tratamiento de eodaia disminuya y ejerce un
efecto anticlastico en las células del huésped pasgenir la reabsorcion

radicular inflamatoria (Athanassiadis y cols., 2012

» Odontopasta: Es una pasta con base de 6xido de zinc, 5% deidiato de

clindamicina y 1% de acetato de triamcinolona. liadamicina es eficaz
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contra muchos patdgenos endodonticos incluyendorepéstocos,
Peptostreptococcus, Actinomyces, Fusobacterium,  a&ahbum,
Propionobacterium,  Microaerofilicos, = Peptococcus, orphyromonas,
Prevotellay Veillonella La pasta de clindamicina usada como medicacién
intraconducto tiene un buen efecto antibacteriasio, embargo, no posee
propiedades para evitar la reabsorcién radiculate Bntibidtico proporciona
una actividad bacteriostatica, y actia como un mahtale obturacion
provisional entre sesiones durante el tratamientt@ontico para prevenir la
repoblacion bacteriana en el interior del conduck. acetonido de
triamcinolona puede reducir temporalmente la infaidn y el dolor
postoperatorio y no se recomienda la mezcla dedxidiv de calcio adicional
en una combinacion 50:50 con esta sustancia poefjueomponente de
esteroides se destruye inmediatamente por el aorderia alcalinidad (Bansal
y Jain, 2014).

l.4. Terapia fotodinamica

La terapia fotodinamica (TFD) fue desarrollada cooma terapia frente al
cancer y consiste en la activaciéon luminica degente fotosensibilizante localizado
en tejidos premalignos y malignos para generaremxigy radicales libres que son
toxicos para las células del tejido a tratar (Singleols., 2011). Su eficacia fue
demostrada en 1920 cuando Oscar Raab refirio eloefeortal que el hidrocloruro de
acridina tenia sobre el paramecRafamecia caudatumyn tipo de protozoo ciliado

presente en charcas de agua dulce (Pagonis y2m11)).

[.4.1. Mecanismos de acciéon

La terapia fotodinAmica se fundamenta en la uniénud fotosensibilizador
(sustancia fotoactivable) a una célula diana y divacion mediante una luz de una
longitud de onda concreta. Tras la activacion deddensibilizador se produce oxigeno
y otras sustancias reactivas que actian de forrmtdxica. Por si solos ni el

fotosensibilizador ni la luz desencadenan efectdstogicos sobre las células
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bacterianas (Sahm vy cols., 2011), por tanto sorsams 3 elementos para que se

produzca la reaccion fotodinamica: una moléculagensible, luz visible y oxigeno.

La accion bactericida de la TFD a nivel moleculaege explicarse mediante
dos mecanismos potencialmente diferentes. Unolole gloduce el dafio sobre el ADN
y el otro sobre la membrana citoplasmatica de éhdas bacterianas (posiblemente el
efecto antibacteriano principal). Tras la irraddscicon luz laser, el fotosensibilizador
pasa a un estado activado desde el cual puedeamaccon las moléculas circundantes

mediante dos vias (ver Figura 1).

En la primera via se produce una reaccion de &egstia de electrones entre el
fotosensibilizador activado y las moléculas de ¢a&tulas circundantes, liberando
radicales libres. Estos radicales libres son alteeneeactivos e interaccionan con
moléculas enddgenas de oxigeno, originando dersvddboxigeno altamente reactivos
como superoxidos, hidroxilos y peréxido de oxigemae alteran la integridad de las
membranas celulares bacterianas causando dafnégibad irreversibles (Sahm vy cols.,
2011).

La segunda via de reaccion origina una interaceitre el fotosensibilizador y
el oxigeno. El oxigeno reactivo resultante recibecanbre de oxigeno singlete y su
reactividad quimica le permite interactuar con tamghiimero de sustancias bioldgicas,
desencadenando dafios oxidativos y efectos letalesase bacterias por el dafio

producido en sus membranas (Sahm y cols., 2011).

Figura 1: Tipos de reacciones foto-oxidativas (De Ramirealy,2007).
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Ambas reacciones ocurren simultaneamente y en dandme sin embargo,
parece que el oxigeno singlete es el mayor resplenskel dafio tisular producido
durante la TFD.

Aunque la supervivencia del oxigeno singlete ersistemas bioldgicos es muy
corta (<0.4ms) y su radio de accion es muy limité@l®2 micrometros), los efectos
citotoxicos de la terapia se producen principalméemtr este tipo de oxigendebido al
reducido radio de migracion el area de accion deedapia fotodinamica se limita

directamente a la localizacion del fotosensibilizgi®ahm y cols., 2011).

Este descubrimiento revolucioné el tratamiento dgureas enfermedades
infecciosas bacterianas y después también se handidd como tratamiento

antifingico, antiprotozoario y antipaltidicos (Khagt y cols., 2011).

|.4.2 Fotosensibilizantes

Un ndmero limitado de bacterias produce de manestural agentes
fotosensibles enddgenos, por lo que pueden seinalil@s cuando se exponen a una luz
laser de una longitud de onda adecuada. Sin embkErgnembrana exterior de las
bacterias, y también de los hongos y virus, pusdenefidas sintéticamente para poder

eliminarlas con luz laser (Mazariegos, 2008).

Los componentes fotosensibilizantes (FS) tienengunaa carga catidnica por lo
que son facilmente absorbidos y penetran en etiomtde las bacterias, haciéndolos
idoneos para eliminar este tipo de microorganisrt®arcez y cols., 2008). Las
caracteristicas que deben reunir los fotosensilnites son:

» Capacidad para localizarse especificamente efids tecélulas a tratar.
» Distribucion homogénea en el tejido o célula diana.

» Alta lipofilia a fin de que penetren las barreraddgicas.

* Vida media corta y rapida eliminacion en los tejigm enfermos.

 Espacio de tiempo lo méas breve posible entre lairastracion y la

acumulacién maxima en la diana a tratar.
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» Activacion frente a longitudes de onda determisada

Penetracion 6ptima en el tejido.

Alto rendimiento en la produccion de oxigeno reactmonoatomico

(singlete) o, en general, de especies reactivasigeno.
« Ausencia de toxicidad en un ambiente oscuro.

La primera generacion de fotosensibilizantes pa@ alinico en TFD estuvo
constituido por los derivados de la hematoporfideaadministracion intravenosa, cuya
principal desventaja era su lenta eliminacion déadgsel, por lo que el paciente podia
presentar reacciones de fotosensibilidad duranta @0 semanas después del
tratamiento, debiendo evitar la exposicion al soa duentes luminicas artificiales

potentes durante este periodo de tiempo.

La segunda generacion de fotosensibilizantes sudgdla necesidad de
desarrollar compuestos que tuvieran una absorcidrinica mas alla de los 630 nm,
incrementando en consecuencia la penetracionttisaleelocidad de eliminacion desde
el tejido y teniendo por tanto un efecto fotodinéonimés profundo (Moreno y cols.,
2007).

Durante la aplicacion de la terapia fotodinami@a)uz excita el componente
absorbido en el interior de la bacteria dentro a@iducto radicular provocando la
apoptosis celular, aunque también puede afectamsacélulas propias del tejido

periapical que también hayan absorbido el compudettactivo (Xu y cols., 2009).

Entre los fotosensibilizadores mas usados en la €REbntramos el azul de
toluidina, el azul de metileno, el violeta cristel,verde malaquita y el ALA- acido 5

aminolevulinico (Mazariegos, 2008).

El azul de toluidina es un agente eficaz en latimacion de organismos
patogenos tales como virus, bacterias y levadlitados ultimos afios se ha descrito
como antifingico y medicamento antibacteriano qetéaafrente a algunas bacterias

Gram positivas y Gram negativas (Vaziri y cols120

El azul de metileno que se ha utilizado en la praanédica desde hace cien

afnos y recientemente ha sido aprobado por la FDA & administracion intravenosa
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en el tratamiento de encefalopatias, metahemoglohéa) urolitiasis y envenenamiento
con cianuro en dosis mayores de 1 mg/kg , pudisedgrescrito en dosis orales de 65-

130 mg, 3 veces al dia, 0 en dosis Unicas diagd$0-300 mg (Hou y cols., 2012).

El verde malaquita (diaminotrifeniimetano N-metdddes un colorante
cationico, que ha sido ampliamente utilizado paranicion de cuero, lana y seda, papel,
algoddén, etc. Se emplea generalmente como antdfdngantibacteriano y anti-
parasitario en acuicultura. La potente actividatih@orobiana de este fotosensibilizante
se debe a la inhibicibn de enzimas intraceluldeesntercalacion en el ADN, y / o

interaccion con las membranas celulares (Chensy,@014).

El acido 5-aminolevulinico (ALA), un derivado de laenzoporfirina, la
texafirina, y la temoporfina (THPC) son fotosensibidores de segunda generaciéon y
por tanto poseen una mayor capacidad para geneigeno singlete (Rajesh y cols.,
2011).

El violeta cristal o violeta de genciana es un @ite con estructura quimica de

trifenilmetano, siendo muy eficaz en el tratamiestntra hongos (Mazariegos, 2008).

En la actualidad la actividad fotosensibilizantdagga mediante fuentes de luz
diferentes, como el laser de helio-nedn (663nngerlale diodo de galio-arsénico-
aluminio (630-690, 830 o 906nm) y el laser de ar@B88-514 nm). Para la terapia
fotodinamica no es necesario un laser de alto nialo que los laseres de accion mas
suave como los mencionados alcanzan el efecto rlwadte deseado (Sahm y cols.,
2011).

[.4.3 Campos de actuacion
» Campos de actuacion en medicina

La mayor parte de la utilizacidon de la terapiaditémica para el tratamiento de
infecciones hasta ahora ha estado dirigida hasiarles virales. En los afios 70 tuvo
mucho auge en el tratamiento de herpes simpleo¥aolorantes, sobre todo el rojo
neutro, se aplicaron en lesiones de herpes orajesitales, seguidos por fotoactivacion
con luz blanca. Sin embargo, esta practica disndirdgspués de que Myers y cols
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(Hamblin y cols., 2012) realizaran un ensayo ctiriontrolado, que no mostré ningun

efecto terapéutico y si un posible efecto adveofineslesiones orolabiales.

Actualmente el uso de la TFD en dermatologia estéendo un gran auge,
sobretodo en el tratamiento de lesiones premalignasalignas, de enfermedades
inflamatorias e infecciosas y mas recientementeekrtratamiento del acné. El
Propionobacterium acne@. acne} es el microorganismo mas prevalente en la piel y
en los foliculos de las areas ricas en glandulasiceas. La fotoactivacion de las
porfirinas bacterianas de este microorganismo aoddu la formacion de oxigeno
citotoxico que lleva finalmente a la muerte BelacnesLa exposicion de estas a la luz
de 415 nm produce la absorciéon de fotones y latawidn fotodinAmica de las
porfirinas cuyo resultado final es la interrupcdla funcién normal de la pared celular
bacteriana y la posterior muerte del microorganisorgstituyendo por tanto una opcién

razonable para el tratamiento del acné vulgar (Nwsecols., 2007).

La papilomatosis, causada por el virus del papildmmano (VPH), ha sido
tratada por via sistémica y tépica con la TFD @sho el Condiloma acuminado
causado por VPH.

También ha resultado eficaz en el tratamiento dermedades parasitarias
como la malariaKRlasmodium falciparumy la enfermedad de Chaga&ypanosoma
cruzi) (Hamblin y cols., 2004).

La TFD también puede considerarse como una op@drathmiento en aquellos
pacientes que presentan carcinomas recurrentesnords secundarios en faringe,
laringe y esoéfago (Mohanty y cols., 2013). Un ejempgerian los carcinomas
basocelulares y nodulares en los que se obtenierexaelente resultado cosmético y
terapéutico, con tasas de curacion equiparablas aldtenidas con la cirugia (hasta de
91% vs 98% de cirugia). Sin embargo, la probahilide lograr el control local de
carcinomas basocelulares tratados con TFD depem@etasnente del grosor o
profundidad del tumor, los carcinomas basocelulagggsivos como el infiltrante y
morfeiforme, los nodulares grandes y las recidh@son opciones adecuadas a la TFD
debido a la falta de penetracion a planos mas pdofs del agente fotosensibilizante
(Moreno y cols., 2007).

Uso de la terapia fotodinamica y el chitosan erodndcia 31



INTRODUCCION

En neurocirugia los primeros estudios mostraron ¢tmeTFD con un
fotosensibilizante (ALA) por via oral (20 mg/kg/qmg era eficaz en el tratamiento de
algunos tumores cerebrales. La TFD en estos casosaglyuvante de la cirugia; una
vez extirpado quirdrgicamente el tumor se aplicaaghmiento en la cavidad resultante.
Esta técnica combinada ha registrado una mejaiéfisativa de la supervivencia en la
mayoria de los pacientes tratados. Asimismo, seleamp TFD para establecer los
limites periféricos de gliomas infiltrantes y esawécnica auxiliar en las resecciones
precisas de estas regiones. También se ha utiliimdbFD en el tratamiento de
astrocitomas anaplasicos, glioblastoma multiforimigservandose un aumento de la
supervivencia por encima de los 36 meses en 63%, 2&spectivamente (Moreno y
cols., 2007).

En neumologia la TFD ha sido empleada en el tratstmi paliativo del
carcinoma broncogénico para el control del sangyaldoeliminacion de la obstruccion
de la via aérea cuando el tumor no se puede axtir@d FD también puede usarse para
tratar tumores muy pequefios en pacientes que naautidatos a los tratamientos
convencionales. En los ultimos 25 afios se ha atibizla TFD exclusivamente en el
tratamiento de lesiones iniciales y para desolistbmonquios en tumores mas

avanzados. En la actualidad hay estudios en fa@ddreno y cols., 2007).

En oftalmologia se ha empleado la TFD con verdaposf luz roja de 689 nm
en el tratamiento de la degeneracién macular s#ilde se produce una neoformacion
vascular en la retina, responsable de la formad@uoicatrices y pérdida de vision. El
agente fotosensibilizante se localiza selectivamentel tejido vascular neoformado y
el objetivo del tratamiento es detener la progresié la enfermedad y preservar la

vision (Moreno y cols., 2007).

En urologia se ha empleado el photoprin, un oligons®dico derivado de la
porfirina para TFD con irradiacion transuretrah&ravesical. La técnica se ha mostrado
eficaz en el tratamiento del carcinoma superfidelvejiga refractario a tratamientos
convencionales. Se ha empleado también en el célecpréstata y en la hiperplasia

prostatica benigna (Moreno y cols., 2007).

Uso de la terapia fotodinamica y el chitosan erodndcia 32



INTRODUCCION

También se ha empleado la TFD en pacientes infestatdn el virus de

inmunodeficiencia humana, ya que se ha visto que dugentes fotosensibilizantes

capaces de fijarse a las células del sarcoma deskéyloreno y cols., 2007).

Por ultimo su efectividad también se ha observaidael tratamiento de las

sinusitis cronicas como terapia alternativa o astecial tratamiento médico utilizandose

el azul de metileno como agente fotosensibilizéBtel y cols., 2011).

» Campos de actuacion en odontologia

La utilizacion de la terapia fotodinamica en infeoces orales en el campo de la

odontologia ha alcanzado un gran auge en la agagilrepresentando el crecimiento

mas significativo en el area de esta técnica al Wieedesinfeccion (Kharkwal y cols.,

2011).

Enfermedad periodontal: el tratamiento mediante esta terapia consiste en
introducir el fotosenbilizante en el alveolo densalguido del uso de luz
mediante una fibra Optica, obteniendo resultadoslasies al tratamiento
periodontal de raspado y alisado (Kharkwal y cd811), y mejores si se
emplea asociado con el tratamiento periodontal éewy cols., 2013). Este
procedimiento es beneficioso en areas de dificdes@ y en aquellas
situaciones en las que se desee reducir el tierppraiorio y el riesgo de
bacteriemia. Se observo la eliminacion completabdeterias anaerobias
como Porphyromona  gingivalis, Fusobacterium  nucleatuny
Capnocytophaga gingivaligas el tratamiento con la terapia fotodinamica y
una reduccion de la actividad de algunos factoeewidilencia como los
lipopolisacéaridos y las proteasas tras la terapgnbién en animales se ha
observado la reduccion de patdgenos periodontglés disminuciéon de la
pérdida de hueso después del uso de la terapiaafodia (Balata y cols.,
2013).

Caries: en el caso especifico de la caries, ha mostradolta€os
prometedores en la inactivacion de microorganiscan®génicos presentes

en el biofiim o la dentina cariada. Debido a lacdetaminacion inducida
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por la TFD, se puede especular que la eliminacé&raties por este medio
se puede realizar de forma conservadora. Ademas,THB puede
considerarse selectiva, es decir, ni el fotoselimlblor, ni la luz muestran
propiedades bactericidas cuando se usan por sepd&adconsecuencia, la
actividad antimicrobiana se consigue combinandmokirante con la luz de
manera simultdnea sin perturbar la flora en sitissantes. Otro aspecto
importante es su naturaleza atraumatica, lo queigoestar indicado
especialmente para pacientes con necesidades aepegcinifios (Ricatto y
cols., 2014).

* Hongos: la Candidiasis y la candidosis son las infeccionesotitias mas
comunes. Las especies @andidacolonizan las superficies epiteliales del
cuerpo en la mayoria de la poblacion humana y sote gle la microbiota
comensal de la cavidad oral. En los ultimos af@sintidencia de estas
infecciones fungicas ha aumentado notablementespdises desarrollados
debido al uso generalizado de las protesis dentedesstomia, y una mayor
supervivencia de los pacientes con deficienciasumes. De forma que la
candidiasis oral es una infeccidbn oportunista comém pacientes
inmunocomprometidos, y la&andida albicanses el agente etiolégico
principal de esta infeccion, que representa el (%8 de Ilos
microorganismos aislados de las lesiones de la sauocal. Por tanto, el
aumento de la incidencia de las infecciones porgbsnjunto con su
creciente resistencia a los agentes antifungicas,immpulsado la busqueda
de nuevas estrategias terapéuticas tales comataimiento topico con la
terapia fotodindmica que al parecer resulta efaationtra ellas (Chabrier-
Rosell6 y cols., 2005; Dennis y cols., 2011 y CdmacAlonso y cols.,
2016).

* La Eritroplasia oral y la hiperplasia verrucosa oral que presentan los
potenciales de transformacién maligna mas altose elodas las lesiones
precancerosas, mostraron mejores resultados dirioa esta terapia en
aproximadamente el 66-95 % de los pacientes; sbaggo en el tratamiento
de leucoplasias orales no ha mostrado resultadoduy@ntes (Marotti y
cols., 2013).
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* Implantes: en implantologia esta técnica no solo se ha edplen la
descontaminacion de la superficie del implante stambién en las
periimplantitis que son la principal causa de fsacale los implantes
dentales. La periimplantitis es un proceso inflamatque afecta los tejidos
gue rodean al implante, la cual esta asociada suparacion, bolsas
periodontales, y pérdida de hueso marginal. Aursgulean obtenido buenos
resultados con la técnica fotodinAmica puediendousa alternativa de
tratamiento efectiva como coadyuvante a los tragatos convencionales en
los casos con periimplantitis, su tratamiento sigjgado un reto debido a su

complejidad etiol6gica y patogénica. (Shoaib y ¢@813).

« Endodoncia en los ultimos afios se ha estado empleando cdrjedivo de
reducir los microorganismos presentes en el coodwaticular y los
resultados observados tanto in vivo como in Vhen demostrado que
puede ser una alternativa efectiva para la degiidiecle conductos (Fimple
y cols., 2008; Xu y cols., 2009 y Singh y col912). En general el efecto
de la terapia fotodinAmica es mas patente frentéceoorganismos Gram
positivos que ante Gram negativos; de ahi quedsgaeo para eliminar &.
facaelis(Vaziri y cols., 2012). Esta diferente sensibitidala terapia se debe
a las diferentes estructuras que componen la nagmalite estos dos grupos
de bacterias. En las bacterias Gram positivas,dmlmana citoplasmatica
esta rodeada por una capa relativamente poroseplEqglicanos y acido
lipoteicoico que permite el paso del fotosensibiiz a su interior. Sin
embargo, las Gram negativas poseen una membrapasinatica interna y
una externa, separadas por peptidoglicanos deafgue constituye una
barrera que impide la unién y la penetracion de huosic agentes
fotosensibilizadores (Kharkwal y cols., 2011). Hbg se ha demostrado que
puede ser una alternativa efectiva para la degiidiecle conductos (Fimple
y cols., 2008; Xu y cols., 2009 y Singh y col€112), sobre todo en aquellos
pacientes que presentan necrosis pulpar Yy lesipeespicales (Fimple y
cols., 2008). Puede combinarse con el desbridamigabitual mecanico y
productos quimicos antimicrobianos como hipoclosifalico y el peréxido
de hidrogenoReduce significativamente los recuentos Elefaecalisen

conductos radiculares infectados en comparacioriasode instrumentacion
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e irrigacién endodontica tradicionales (Biel y co®011). Garcez y cols
(Garcez y cols., 2008) observaron un aumento dasa de éxito de un
98.37% en la reduccion bacteriana con la TFD frentan 82.5% obtenido

con un método convencional.

e Traumatismos: las lesiones traumaticas, especialmente en los dientes
anteriores, tienen una elevada prevalencia y sosiderados problemas
graves debido a la implicacion de la pulpa en el&s este contexto la
terapia fotodinamica como agente antibacterianonesnfoque prometedor
para la desinfeccion de las paredes dentinariasahelucto (De Sant Anna,
2014).

I.4.4. Contraindicaciones y efectos adversos.

La principal contraindicacién formal de la TFD asplorfiria y la existencia de

enfermedades hepaticas graves o cardiopatiasbies{dloreno y cols., 2007).

Su principal efecto adverso es la formacion de stafatdaneos debido a la
persistencia del agente fotosensibilizante endapgor periodos de hasta seis semanas.
También podemos encontrar dolor, ardor, escozdacaz@n, que se limitan a la zona
iluminada durante la exposicién a la luz, pero steasa duracion; eritema y edema leve
de la zona tratada. Una sobredosis de luz puedeogap ampollas, ulceraciones o
excesiva necrosis; fotosensibilidad cutanea durdnte 6 semanas, incluso hasta 6
meses; hiperpigmentacion e hipopigmentacion rekidaacual se resuelve pronto;
reacciones alérgicas como urticaria a los fotobdizsintes; puede causar nauseas,

vomitos y alteraciones de la funcion hepatica (Bayecols., 2011).

.5 Chitosan

A partir de los afos 90 se introduce un nuevo ntetmleliminacion de bacterias, que
es el uso de nanoparticulas de chitosan (Fernanaeds., 2010) (ver Figura 2). El
chitosan es un derivado polisacarido natural amm@ie usado en el campo médico y
farmaceutico debido a sus excelentes propiedadekghias: biocompatibilidad,
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biodegrabilidad y no citotoxicidad (Fernandes ysca2010). Debido a estas propiedades
y a su pH acido, que le confiere una gran capdaitaquelacion con diferentes iones
metalicos, se utiliza ampliamente sobre todo eninldustria textil, farmacéutica
(componente de gasas y suturas médicas),alimentagmética y también en Medicina.
Sin embargo, su alto peso molecular, que obstacslizsolubilidad en medios acuosos
libres de acidos ha limitado en parte su uso m@ctleon y cols., 2014). También posee
propiedades antitumorales e inmuno-estimulantedjfiagicas y antimicrobianas

(Fernandes y cols., 2010).

Figura 2. Estructura quimica del chitosan (Kean y ols, 2005)
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I.5.1 Actividad antibacteriana

El tratamiento con chitosan, a pesar de sus disgpsapiedades, se realiza
principalmente por su capacidad antimicrobiana wipli@ espectro, que le permite
combatir bacterias que presentan resistenciai@intép teniendo una actividad mayor

frente bacterias Gram positivas que ante Gram ivagatFernandes y cols., 2010).

Sehan propuesto varias teorias para explicar swa@ritimicrobiana. Aunque
el modo de accion exacto todavia se desconocepdaebis mas aceptada es la de la
pérdida de componentes intracelulares. Segun estanismo, el chitosan cargado

positivamente se une a la superficie cargada negad¢inte de la bacteria provocando
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un cambio en la permeabilidad de la membrana quia diagar a la salida de los

componentes intracelulares y como consecuencia&tencelular. Sin embargo, se ha
observado que la actividad antimicrobiana del sdiboesta limitada a condiciones
acidas debido a la pérdida de cargas positivas gmgo amino cuando el pH es neutro
lo que restringe su empleo como un agente antilmeno en un medio neutro (Pefia y
cols., 2013).

Estos efectos también han sido demostrados enespscies de Candida
observandose un gran flujo de ion€sykotras pequefias moléculas, un aumento notable
de la respuesta del i6n €ay la inhibicién de la respiracion, la fermentarcidy la

viabilidad, asi como disminucién en el crecimief@heng y cols., 2014).

1.5.2 Campos de actuacion de chitosan
» Campos de actuacion en medicina

El polimero natural chitosan y sus analogos haro sdtudiados
ampliamente como vectores de medicamentos. Elérkiacilo y paclitaxel
son medicamentos de primera linea contra el capeeinhiben la proliferacion
de células tumorales interfiriendo en la sintesslas &cidos nucleicos. Sin
embargo, su eficacia esta afectada por su bajaspmabilidad y unién a los
lipidos y su uso clinico es limitado debido a efecindeseables tales como
ataxia, alopecia y mielosupresiéon y porque susdesia cercana a la toxicidad.
Si estos medicamentos fueran transportados pomtéculas de chitosan o
derivados, mejorarian sus propiedades de bioddgjtada, se reducirian sus

efectos secundarios y aumentaria su eficaciayTats., 2010).

También puede encontrarse en forma de hidrogesu@dinil-chitosan)
gue se utiliza para la autorregulacion de la litiéra de insulina cuando las
concentraciones de glucosa en sangre aumentanntesdidloqueo las enzimas
glucosa-oxidasas y catalasas y modificar asi lacemnacion de glucosa en

sangre (Tan y cols., 2010).
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» Campos de actuacion en odontologia

Mejora las propiedades antibacterianas de los deseaelladores si se
combina con ellos como por ejemplo el 6xido de -engenol. Es un método
alternativo en la desinfeccion de los conductoscuares (Da Silva y cols.,
2013) y su presencia en la interfase dentinariaguermitir la mineralizacion
de la matriz de coldgeno creando una barrera cam@anueva colonizacién
bacteriana que podria inhibir la adhesion bactarata superficie dental (Silva
y cols., 2012).

Recientemente se ha observado que muestran uo pfechetedor en la
remineralizacion de la dentina desmineralizada, owisplicada de conseguir
que la remineralizacién del esmalte debido a landhote presencia de matriz
organica de la dentina, preservando asi el tejatdinhrio en la medida de lo
posible (Zhang y cols., 2014).
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[1.1. Justificacion

En el tratamiento endodontico convencional, la cetin de la carga bacteriana
se consigue mediante la convinacion de la instrtme&mn mecanica, el uso de diversos
procedimientos de irrigacion y el uso de farmaosinaorobianos o perparados
farmacoldgicos on locados en el canal radiculas bacterias involucradas en la
infeccién del anal radicular son apaces de formarbiofilm, agrupadas en una
comunidad metabdlia de microorganismos embebidogn@nmatriz exopolisacaridos
que se adhieren a las paredes de los tubulos deosingarantizandose asi una larga
supervivencia. Por otro lado, la presencia de tdstrno solo reduce la eficacia de las
sustancias utilizadas como irrigantes y la de d&mécos usados en los conductos para
conseguir la desinfeccién, sino que, favorece kestncia de las bacterias en los
canales radiculares. Esta situacion puede impédlrircipal objetivo del tratamiento
endodontico: la eliminacion de estos agentes giicd§ y la desinfeccion de los

canales radiculares, favoreciendo el fracaso endimd

Diferentes sustancias irrigantes han sido propseptra reduir la infeccion
endododntica y desinfectar los canales radicul&ese estas soluciones, el NaOCI es el
agente irrigante mas ampliamente utilizado debido amplio espectro antibacteriano y
a su capacidad para disolver remanentes organedsjido necrotico. Este puede ser
utilizado a varias concentraciones que oscilareebys y 5%. A bajas concentraciones
(0,5-1%), principalmente disuelve tejido necrétinoentras que a altas concentraciones
(>1-5%) aumenta su capacidad disolvente y se amgplia propiedades antibacterianas;
sin emabargo, su efecto como téxico tisular tambigmenta. Ademas, el NaOCI sélo
penetrara en los tubulos dentinarios hasta unaipdafad de 130 um, mientras que la
infeccidn bacteriana puede penetrar hasta 1.000a|canzando la unidbn cemento-
dentina (Peters y cols., 2001).

En este escenario, la capacidad de penetraci@gdaas terapias laser podria
reducir el nimero de fracasos de tratamientos emdimds. Por este motivo, nuevas
estrategias terapéuticas tales como la TFD estdugiinvestigadas en el tratamiento
endoddntico debido a su accidén bactericida tantodemtes permanentes como
temporales (Pinheiro y cols., 2009). La inactivadi@ microorganismos mediante TFD
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se basa en la administracion de un FS seguida detisacion mediante una irradiacion

a baja dosis con una luz visible a una determif@uztud de onda.

El uso de un FS capaz de absorber luz e iniciforlaacion de radicales libres,
ha ampliado en la actualidad la disponibilidad deamplio rango de FSs que pueden
ser utilizados en TFD. Por esta razén, en la atadlexiste una amplia investigacion
cientifica sobre la efectividad y los mecanismos ateion de numerosos FSs,
particularmente colorantes fenotiazinicos, pordisity ftialocianinas. En la actualidad, el
azul de metileno es el FS mas ampliamente utilizzata el manejo bacteriano en los

tratamientos endodoéntios donde se usa la TFD.

El chitosan ha sido extensamente investigado earapo de la biomedicina, en
muchos casos por su actividad antimicrobiana. Ectaalidad, se han propuesto varias
teorias para explicar su accion antibacterianadsiéa mas aceptada la que justifica su
accion por la capacidad del chitosan de destrur domponentes intracelulares
bacterianos. Esto implica un mecanismo por el elahitosan cargado positivamente
se adhiere a la membrana bacteriana provocandamahic en la permeabilidad de la
misma, lo cual causa la salida de componentesceitiares y por lo tanto la muerte

celular.

Los efectos del chitosan en TFD han sido estudiadsandolo directamente
como FS (Oh vy cols., 2013; Fujimura y cols., 20d4pmo potenciador de otros F8s,
vitro e in vivo (Kim y cols., 2013) para el tratamiento del caneen vitro para el
tratamiento de bacterias usandolo como potenciddopbtros FSs como la rosa de
Bengala (Shrestha y Kishen, 2012) y la eritros@iaef y cols., 2012). Sin embargo, el
posible efecto del chitosan como potenciador dal d8 metileno como FS para el

tratamientan vitro del E. faecaliscon TFD, no ha sido previamente estudiado.
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11.2. Objetivos

El objetivo general fue evaluar la eficacia antibacteriana de la TFD y el
chitosan contra dt.faecalisy estudiar el posible efecto potenciador del dditosobre
el FS azul de metileno en dientes humanos extradpgrimentalmente infectados,
tratados con TFD.

El objetivo general puede ser desglosado en une derobjetivos especificos

gue nos permintan sistematizar y responder a fesedites aspectos que plantea nuestro
estudio:

Objetivos especificos

1. Analizar el efecto del NaOCL, la TFD y el chitogdor separado y la
combinacion de TFD + chitosan sobre las Unidadesn&doras de
Colonias (UFC) deE.faecalis en los canales radiculares de dientes
humanos previamente infectados.

2. Valorar la accion del NaOCL, la TDF y el chitos&r geparado y la
combinacion de TFD + chitosan sobre la contminatiacteriana y el
barrillo dentinario en los canales radiculares dentds humanos

previamente infectados.
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ll. MATERIAL Y METODOS

[11.1. Material

Para este estudio se han empleado un total dei@@@sl unirradiculares adultos
extraidos por motivos periodontales conservadasuero salino tras la exodoncia. Para
la preparaciéon biomecanica de los conductos se fil@ado el sistema de
instrumentacion reciprocante WaveSr#laillefer S.A., Ballaigues, Suiza): limas #20,
#25 y #40 (ver figura 3).

Figura 3: Material empleado para el tratamiento endodéntiéd.Dientes unirradiculares, b) sistema
WaveOne c) Limas de calibre # 20 y #40
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Para el sellado apical de los dientes se utilizéondmero de vidrio modificado

con resina (Vitreborfty3MEspe, Madrid, Espafia). (ver figura 4).

Figura 4: Vitrebond® (3MEspe, Madrid, Espafia). Procedimiento de prejpa@malel iondmero.

La cepa usada dEnterococcus faecalisie la cepa ATCC 2912 (American Cell
Culture Collection) y el medio de cultivo fue ell@a Infusion Cerebro Corazén (BHI)
(Merck, Madrid, Espafia). (ver figura 5)

Figura 5: Materiales empleados para la inoculacion.EA¥ecaeliscepa ATCC 2912  b) medio
de cultivo BHI
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Los antimicrobianos empleados fueron (ver figura 6)

1. EIl hipoclorito de sodio (NaOCI) al 2.5% (TecnoquimlL., Murcia,

Espana).
2. Chitosan 3mg/ml (Sigma Aldrich Chemistry S.A, Maljiiespafia).

3. Kit de TFD (HELBC:; photodynamic Systems GmbH, Wells, Austria)
con un laser diodo de mano (HELBQheraLite Laser, HELB® 3D
Pocket Probe, Photodynamic Systems GmbH, Wellstri) con una
longitud de onda de 660 nm y un potencial de 100. r&\\colorante
fotosensible fue el azul de toluidina (HELB@Ilue Photosensitizer;
Photodynamic Systems GMBH, Wells, Austria).

Figura 6: Sustancias antimicrobianas aplicadas en las difes@arapias. A) NaOCI al 2.5% (Tecnhoquim
S.L., Murcia, Espafia), b) Chitosan 3mg/ml (Sigmdrigh Chemistry S.A, Madrid, Espafia c) kit de TFD
(HELBO®; photodynamic Systems GmbH, Wells, Austria)d) azul de toluidina (HELBO® Blue
Photosensitizer; Photodynamic Systems GMBH, Wallstria)
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[11.2. Métodos

[11.2.1 Tratamiento endodontico

El estudio fue aprobado por el comité de bioétiedaduniversidad de Murcia,
Espafia (Anexo 1). El modelo usado en el presentgliesfue una modificacion del
descrito por Haapasalo y Orstavik (Haapasalo yaWilst1987).

Un total de 102 dientes adultos, extraidos, udictdares e intactos, fueron

recogidos y metidos en solucion salina estéril mher2-4 semanas.

Las tinciones y el sarro fueron eliminados comnastinidos (Cavitron, Dentsply
Ltd, Balligres, Suiza). La superficie externa ddacaiente fue limpiada con povidona
yodada al 10%. Después de 5 minutos, el desinfiecégneliminé con alcohol isopropol

y los dientes pasaron a ser decoronados.

Una vez realizada la amputacion coronal con ettodn de facilitar el acceso
radicular y preparacion biomecanica de los condusi® procedié a la limpieza y

conformacién del conducto (ver figura 7).

Figura 7: Diente con corona amputada

Se permeabilizaron los conductos con una lima & y1se calculé la longitud
de trabajo (LT) (a 1mm del 4pice radicular) con lima K #15. Se instrumentaron los
conductos desde la lima #15 hasta llegar a la Km#5 o K#30 dependiendo de la

amplitud del conducto.
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Los 2/3 coronales se prepararon con las fresagsGafimeros 4, 3 'y 2
irrigandose con suero salino entre cada fresa./Elafiical se prepar6é con las limas
rotatorias WaveOrie (Maillefer S.A., Ballaigues, Suiza) hasta alamnia LT (ver

figura 8).

Figura 8: Tratamiento endododntico. Instrumentacion de comuchediante el sistema WaveShe

(Maillefer S.A., Ballaigues, Suiza) con una limaaadibre # 20.

Al finalizar se irrigaron los conductos con EDTAIa1% (DentaFIuR, Madrid,
Espafia)durante 1 minuto para eliminar el barrillo dentinay a continuacién con
Hipoclorito Sédico al 2.5%,(Tecnoquim S.L., Murcigspafa). Finalmente se secaron

los conductos con puntas de papel del numero 28I¢féa S.A., Ballaigues, Suiza).

Acto seguido se sellaron los apices de los dientes iondmero de vidrio

modificado con resina (VitrebofiBMEspe, Madrid, Espafia) (ver figura 9).
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Figura 9.Sellado apical con ionémero de vidrio (Vitreb&'@r,iBMEspe, Madrid, Espafia).

A continuacion los dientes se mantuvieron en stisiologico hasta que se
procedié a introducirlos en Etanol Dimetilado &% (Tecnoquim S.L., Murcia,
Espafia), durante 24 horas hasta el momento dedalacion.

[11.2.2. Inoculacion.

Los dientes se esterilizaron en un autoclave a #884nte 15 minutos. Se
introdujo una bandeja de metal con agua destiladdaeestufa para humedecer
previamente el medio. 24 horas después se intmmujlos dientes en un recipiente
cerrado que contenia el medio de cultivo Caldo sidfu Cerebro Corazon (BHI)
(Merck, Madrid, Espafia) hasta que los cubrid totamli® y estos recipientes se
colocaron en la estufa (JP Selecta S.A., Barceldbspafa). Previamente el
Enterococcus faecalisepa ATCC 2912 (American Cell Culture Collectiosg cultivo
de forma pura en 1 mL de BHI (Merck, Madrid, Espdii@sta conseguir una turbidez
6ptica de 1 McFarland estandar inoculando una caramon de 3x 10 cel/ml que
fueron cuantificadas mediante espectrofotometnfeura longitud de onda de 600 nm y
una absorbancia de 0.137nm y se incubd a 37° @tautshora (ver figura 10).
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Figura 10: Preparacion previa a la inoculacion. A) Esterilidéacen un autoclave, b) dientes en el interior
de BHI, c)E. fecaeliscepa ATCC 2912

Una hora después se procedié a la inoculacion timlOde Enterococcus
faecaliscepa ATCC 2912 (American Cell Culture Collecti@n) cada uno de los 85
dientes y se incubaron a 37°C durante 48 horaosicifn vertical en el interior de
unos pocillos de plastico (ver figura 11).

Figura 11: Procedimiento de inoculacion. A) Inoculacién defétaelis en los 85 dientes, b)
introduccién de los dientes en la estufa

Tras la incubacion de esta bacteria durante 48shdos 102 dientes se
dividieron en 6 grupos de tratamiento y se aplicdas diferentes terapias.
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[11.2.3. Tratamiento antibacteriano
- Grupo 1 (n=17): Control positivo. Grupo sin tratamiento
- Grupo 2 (n=17): Control negativo. Grupo sin inoculaciortratamiento.

- Grupo 3 (n=17) Hipoclorito Sodico 2,5% (Tecnoquim S.L., Murcisdafa). .
Se irrig6 con Hipoclorito Sédico y se mantuvo dieah minutos, eliminandose
posteriormente con puntas de papel y suero sabih (/v) (ver figura 12).

Figura 12: Tratamiento antibacteriano del grupo 2 sometiderapia con NaOCI al 2.5%.

- Grupo 4 (n=17) TFD (HELBG®; photodynamic Systems GmbH, Wells,
Austria) con un laser diodo de mano (HELB®heraLite Laser, HELB® 3D
Pocket Probe, Photodynamic Systems GmbH, Wellstri) . El colorante
fotosensible azul de toluidina (HELBBIlue Photosensitizer; Photodynamic
Systems GMBH, Wells, Austria). se aplico en el agtd durante 3 minutos. A
continuacion se aplico la laser diodo de mano daréf segundos (ver figura
13).
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Figura 13: Tratamiento antibacteriano. Aplicacion de la TFDanmuestras del grupo 3

- Grupo 5 (n=17): Chitosan 3 mg/ml (Sigma Aldrich ChemistryASMadrid,
Espafia). ElI Chitosan se diluyé en agua destiladahalga obtener las
concentraciones de trabajo 3 mg/ml (ver figura 14).

Figura 14: Tratamiento antibacteriano. Aplicacion de chitosadas muestras del grupo 4
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- Grupo 6 (n=17): TFD (HELBJ: photodynamic Systems GmbH, Wells,
Austria) con un laser diodo de mano (HELB®heraLite Laser, HELB® 3D
Pocket Probe, Photodynamic Systems GmbH, WellstrA) + Chitosan 3
mg/ml (Sigma Aldrich Chemistry S.A, Madrid, Espaia)

[11.2.4. Cuantificacién bacteriana

Una vez efectuado el tratamiento tras la irri@agrevia de los conductos con
suero salino (0.85%) se recogieron 3 muestrasndedior de todos los conductos
con puntas de papel (MailleferBallaigues, Suiza)Tras esto se introdujeron en un
microtubo Eppendorf con 0.1 mL de suero salino yceetrifugaron durante 5
minutos a 10000 r.p.m. en una centrifugadora p@@eidorf (Beckmann Coulter
S.A., Madrid, Espafia) (ver figura 15).

Figura 15: Preparacion para la cuantificacion bacteriana. é€pgida de muestras con puntas de
papel, b) depdsito de las puntas de papel en Eppigfdeckmann Coulter S.A., Madrid, Espafia) , c)
centrifugacion de los Eppendorf durante 5 minut@8@00 rpm.

Se retiraron cuidadosamente las puntas de papélléide’, Ballaigues, Suiza).
Finalmente se eliminé el sobrenadante quedandamosic depdsito celular de 14d0
que fueron extendidos por duplicado en placas dar Agangre (Scharlau S.L.,
Barcelona, Espafa) y se incubaron durante 48h estlda (JP Selecta S.A., Barcelona,
Espafia) (ver figura 16).
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Figura 16: Preparacion para la cuantificacion bacteriana. A)irRda de las puntas de papel de los
eppendorf, b) obtencion de deposito celular unaelieznado el sobrenadante, c) aplicacién en pldeas

agar.

Se realizd el recuento de unidades formadoras Wmias por ml (UFC/ml)
mediante un microscopio 6ptico (NiKbISMZ-U, Izasa, Barcelona, Espafia) (ver
figura 17) y la formula empleada para calculartehero de UFC/ml fue:

N° de colonias significantes x Factor decimal deldcion (FDD)

Volumen inicial sembrado

Figura 17: Recuento de UFC/mI. A) Empleo de un microscopiacopto) resultado de recuento en una

de las muestras

"5
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[11.2.5. Estudio con microscopio electréonico de bardo (meb)

Para la preparacion de los dientes para su estuttiavés de MEB (JSM-600
JEOL®, Tokio, Japon) se seleccionaron cinco dientesade grupo y se procedié a un
proceso de deshidratacion de los mismos durantsemana en formolaldheido al 4%
(Tecnoquim S.L., Murcia, Espaia) (ver figura 18).

Figura 18: Procedimiento de preparacién para su estudio comB.M&) Dientes introducidos en

formaldehido al 4%, b) dientes una semana después.

a. b)-

Posteriormente procedimos a deshidratarlos comedifies concentraciones de

etanol repitiendo el ciclo dos veces.
o 30 minutos en etanol al 70%
o 30 minutos en etanol al 95%

o 30 minutos en etanol al 100%

A continuacion los dientes se seccionaron longitaidiente en sentido
vestibulo-lingual con un disco metalico (GEBR. BRBERER GMBH & Co. KG,
Lemgo, Alemania) (ver figura 19).
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Figura 19: Seccién de los dientes para su posterior estudidvMEB. A) Disco metalico de corte

empleado, b) seccién longitudinal de los dientgsesultado de la seccion.

Una vez seccionados se fijaron en Glutaraldehid%@(EMS, Hatfield, PA, USA)
durante 5h y se cambié a un tampon lavador llantstmacodilato sédico + sacarosa
2.4%, 0.1 molar.

Tras llevar a cabo la fijacion se escogieron cidiemtes de cada grupo de estudio
colocando una de las dos secciones longitudinatesatla diente en una platina
metélica mediante carbono adhesivo para realizstepormente un bafio de oro (ver
figura 20).

Figura 20: Preparacion para analisis MEB. A) Fijacion de cottansversales en la platina, b) secciones

longitudinales bafiadas en oro.

Posteriormente se llevaron a cabo las observacianm@sel coronal, medio y
apical de cada una de las secciones dentales somagnificaciones diferentes (1600x

y 5000x), de forma que se obtuvieron seis medigasadla aumento por cada diente.
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Inicialmente las muestras fueron analizadas mealiEniobtencion de imagenes para
observar la contaminacion bacteriana y barrillotidanio existentes en cada tercio del
canal radicular. (Sousa y cols., 2010).

[11.2.6. Analisis de imagen. MIP4

Por ultimo las imagenes obtenidas mediante el mioio electrénico de barrido
fueron analizadas mediante un programa informatiemominado MIP4 en las
instalaciones del SACE mediante el cual pudimosrabgt el porcentaje por area
existente de bacterias y detritos en el canal uéatigver figura 21).

Figura 21: Analisis para identificar presencia 0o ausencia aetaminacion y barrillo dentinario en la
superficie del canal radicular usando el softwaréhidtomorfometria MIP 4. A: Captura de imagen. B:
Escala de grises y segmentacion. C: Calculo delembaje de area contaminada y con barrillo dendinar

en relacion al total del area examinada.

[11.2.7. Tratamiento estadistico

Los datos fueron analizados usando el programdistt® SP SS 20.0 (SP%8c,
Chicado IL, USA) para windows, en el cual hemosctei@do los siguientes
procedimientos estadisticos.

Estadistica descriptiva:

En primer lugar, para el andlisis descriptivo dedigtribucion general de la
muestra, asi como para el andlisis de cada unasdetiables (tanto en conjunto como
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para cada uno de los subgrupos); se han halladoegaiales como: media, desviacion

tipica, mediana y los valores maximos y minimosdod.

Estadistica inferencial:

En segundo lugar, para el andlisis comparativasi@ariables se consideré que
la hipdtesis nula (existencia de una relacion diependencia entre las variables), se
deberia rechazar (cuando esta se rechaza, seaangick la relacion entre las variables
es de dependencia), cuando la probabilidad minineechazo (el llamadg*valor’)

no sea superior al nivel critico estandar de 0.05.

Se realiz6 el test de normalidad de Kolmogorov-r8av (p=0.65) y el test de
homogeneidad de la varianza de Levene (p=30) margpmbar que la muestra seguia
una distribucion normal y para poder aplicar prggieramétricas respectivamente.

Los datos se analizaron mediante un andlisis danza (ANOVA de un factor)
para comparar tres 0 mas medias (de muestras imdiepges). Posteriormente,
utilizamos pruebas post-hoc mediante el test depeoaciones mdltiples de Tukey,

asumiendo varianzas iguales.
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V. RESULTADOS

IV.1 Recuento de UFC/ml

El recuento det.fecaelisen los conductos radiculares (expresado comg log
UFC/ml) fue cero en el grupo de control negativibgftapo de control positivo mostro
un elevado numero de UFC/ml (640184 log, UFC/ml), condiferencias

estadisticamente significativas en comparacion losnotros grupos de tratamiento
(p<0.05).

El grupo de tratamiento que mostro el recuento bbags de UFC/ml fue el de
TFD+ Chitosan 3 mg/ml (3.71+1.47 lgdJFC/ml), seguido por el grupo de TFD
(3.81£1.46 log, UFC/mI), cuyo resultado fue muy similar al obteniglo el grupo de
NaOCI al 2.5% (3.87+1.88 lggJFC/ml) (ver gréfica 1, tabla 1).

Gréfica 1: Efecto de los agentes antibacterianos contEmtdrococcus Faecalis

8
7
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EER | |
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S
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control NaCLO al 2,5% TFD Chitosan 3  TFD + Chitosan
mg/mL 3mg/mL

Grupos
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Tabla 1: Efecto de los agentes antibacterianos contr&ntérococcus Faecali$ANOVA vy test de

comparaciones multiples de Tukey;p< 0.05).

UFC/mL (| dia +
Grupos de estudio n Ml (l0g:0) media
DT*

Control positivo 17 6,01 +0,84
NaCLO al 2,5% 17 3,87 +1,88
TFD 17 3,81 +1,48
Chitosan 3 mg/mL 17 4,47 +1,3%
TFD + Chitosan 3 mg/mL 17 3,77 +1,47

DT = desviacion tipica. Los grupos marcados conferentes letras superescrital
mostraron diferencias significativas

14

Se han observado diferencias significativas comalor p<0.001 entre el grupo
control y los grupos de NaOCI al 2.5%, TFD y TFDchitosan. Para el grupo de

chitosan el valor de p es igual a 0.02 frente @bgrcontrol (ver tabla 2)

Tabla 2: Resultados del grupo control respecto al restgrdpos. (ANOVA vy test de comparaciones

multiples de Tukey;p< 0.05).

Grupos de estudio

Control Media + DT* p-valor
NaCLO al 2,5%
3,87 £1,88 <0,001
TFD
6,01 +0,84 3,81+1,46 <0,001
Chitosan 3 mg/mL
4,47 +1,31 0.02
TFD + Chitosan 3mg/mL

3,77 £1,47 <0,001
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No se han encontrado diferencias estadisticamegteficativas entre los
diferentes grupos de estudio (ver tabla 3,4,5,6).

Tabla 3: Resultados del NaOCI al 2.5% respecto al restgrdpos. (ANOVA y test de comparaciones
multiples de Tukey;p< 0.05).

Grupos de estudio

NaCLO al 2,5% Media + DT* p-valor
Control
6,01+ 0,84 <0,001
TFD
3,81+1,46 1.00
3,87 +£1,88

Chitosan 3 mg/mL

4,47 +1,31 0.74

TFD + Chitosan 3mg/mL

3,77 1,47 1.00

Tabla 4: Resultados de la TFD respecto al resto de gr(pN©OVA y test de comparaciones multiples
de Tukey;p< 0.05).

Grupos de estudio

TFD Media + DT* p-valor
Control
6,01+ 0,84 <0,001

NaCLO al 2,5%

3,81 +1,46 3,87 +1,88 1.00

Chitosan 3 mg/mL

4,47 +1,31 0.66

TFD + Chitosan 3mg/mL

3,77 £1,47 1.00

Uso de la terapia fotodinamica y el chitosan erodndcia 63



RESULTADOS

Tabla 5: Resultados del chitosan 3mg/ml respecto al restgrdpos. (ANOVA vy test de comparaciones

multiples de Tukey;p< 0.05).

Grupos de estudio
Chitosan 3
mg/mL Media £ DT* p-valor
Control
6,01 +£0,84 0.02
NaCLO al 2,5%
3,87 +1,88 0,74
447 +1,31
TFD
3,81+1,46 0,66
TFD + Chitosan
3mg/mL
3,77 £1,47 1.00

Tabla 6: Resultados de TFD+ Chitosdan 3mg/ml respecto a@brde grupos. (ANOVA vy test de

comparaciones multiples de Tukey;p< 0.05).

TFD+Chitosan Grupos de estudio p-valor
3mg/ml Media £DT*
Control
<0,001
6,01 £ 0,84
NaCLO al 2,5%
3,77 1,47 1.00
3,87 +1,88
TFD
1.00
3,81+ 1,46
Chitosan 3 mg/mL
0.62
4,47 +131
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V.2 Grado de contaminacion

Se tomaron dos imagenes por tercio de cada deméea 1600x y otra a 5000x
obteniendo un total de 714 imagenes con MEB. ksaltados obtenidos del estudio de
las imagenes adquiridas al microscopio electrédebarrido de cada uno de los tercios
de los dientes de cada grupo de estudio mostraros walores de 25,45 + 8,65; 25,61 +
5,56; 24,37 + 6,57 y 25,14 + 6,09 para el tercimnal, medial, apical y superficie total
respectivamente, siendo muy similares en los gr@p8sy 4, aunque un poco inferiores
en el grupo TFD + Chitosan 3mg/ml con 19,89 + 10,28,16 + 9,69; 18,13 £ 6,46 y
19,39 * 7,99 para cada tercio y superficie totaliémo lugar (ver tabla 7, grafica 2, 3,
4y5).

Tabla 7: Comparacién del porcentaje de area ocupada poamamdntes y desechos entre los grupos de

estudio ANOVAYy test de comparaciones multipléSD de Tukey.

Grupos de estudio n r(;gcrj(i);il(Do/%)* Medii(gc?*media Apicailr(g)%*media Total(og)Tr:]edia +
Control positivo 7 25,45 +8,68 25,61 + 5,58 24,37 + 6,57 25,14 + 6,09
NaCLO al 2,5% 6 [24,28+458 22,88 +6,11 19,39 + 4,24 22,19 + 4,41

TFD 7 |2367+6,23 23,47 + 9,51 22,08 +7,71 23,07 + 7,48

Chitosan 3mg/ml 5 |28,79 +9,08 27,33+5,32 21,54 +5,33 25,89 + 6,12

TED + Chitosan 3 mg/ml 7 [19,89+10,33 20,16 + 9,69 18,13 + 6,46 19,39 + 7,99

" DT = desviacion tipica. Los grupos marcados conféirentes letras superescritas mostraron diferencias
significativas

Gréfica 2: Porcentaje de area ocupada por contaminantes ghissentre los grupos de estudio en el

tercio corona.
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Grafica 3 Porcentaje de area ocupada por contaminanteseghizs entre los grupos de estudio en el
tercio medio
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Grafica 4: Porcentaje de area ocupada por contaminantes ghiesentre los grupos de estudio en el
tercio apical.
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Gréfica 5: Porcentaje de area ocupada por contaminantes ghiesentre los grupos de estudio en la
superficie total.
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Los resultados obtenidos en el estudio del tereror@l mostraron que no hay
diferencias significativas del grupo control regpeal resto de grupos (ver tabla 8,
Figura 22).
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Tabla 8: Resultados del grupo control positivo respectoeato de grupos. (Test de comparaciones

multiples de Tukey;p< 0.05).

Variable de estudio Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
+DT
2 1,166 * 4,489 0,999
Grupo control positivo 3 1,776 £ 4,313 0,994
4 -3,346 £ 4,724 0,953
5 5,562 + 4,313 0,7

Imagen 22:a) Tercio coronal del grupo control positivo a 1608) Tercio coronal del grupo control

positivo a 5000x

En la imagen a) podemos ver un alto de grado d&onacion y en la imagen
b) se podemos observar con més claridad los tulldosnarios rodeados de barrillo

dentinario y la presencia de microrganismos.

No se han encontrado diferencias estadisticamdgteficativas entre los
diferentes grupos de estudio (ver Tablas 9, 1012¥, Figuras 23, 24, 25, 26).
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Tabla 9: Resultados del NaOCI al 2.5% respecto al restgrdpeos. (Test de comparaciones mdltiples de

Tukey;p< 0.05).
Variable de Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
estudio +DT
1 -1,166 + 4,489 0,999
Grupo 2 3 0,610 + 4,489 1
4 -4,512 + 4,886 0,885
5 4,396 + 4,489 0,862

Figura 23: a) Tercio coronal del grupo 3 a 1600x, b) Tercimoal del grupo 3 a 5000x.

En la imagen a) se observa el area correspondi¢teecio coronal del grupo 3

con apenas contaminacién con respecto al grupaatqmsitivo y en la imagen b)
podemos ver con mas detalle los tibulos dentinaiédsa misma zona con una minima

cantidad de barrillo dentinario y ausencia de nugyanismos.
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Tabla 10 Resultados de la TFD respecto al resto de grufitest de comparaciones multiples de

Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
estudio +DT
1 -1,776 + 4,313 0,994
Grupo 3 2 -0,610 + 4,489 1
4 -5,123 + 4,724 0,813
5 3,785+ 4,313 0,903

Figura 24: a) Tercio coronal del grupo 4 a 1600x, b) Tercimoal del grupo3 a 5000x.

En la imagen a) podemos ver el area del tercionabrdel grupo 4 altamente
contaminada por lo que parece ser barrillo dentinaen la imagen b) se observa con
mas claridad los tudbulos dentinarios rodeados dgillbay microorganismos

(Estreptococos).
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Tabla 11: Resultados del chitosan 3mg/ml respecto al restgrdpos. (Test de comparaciones mdltiples
de Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
estudio +DT

1 3,346 + 4,724 0,953

Grupo 4 2 4,512 + 4,886 0,885

3 5,123 + 4,724 0,813

5 8,901 + 4,724 0,349

Figura 25: a) Tercio coronal del grupo 5 a 1600x, b) Tercimoal del grupo 5 a 5000x.

En la imagen a) se puede observar el area coromal algunos restos
contaminantes confirmandose en la imagen b) eruéasg ve con mas detalle que a

pesar de haber restos de barrillo no se observenoonganismos.
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Tabla 12: Resultados de TFD+ Chitosan 3mg/ml respecto &b rés grupos. (Test de comparaciones

multiples de Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
estudio +DT
1 -5,562 + 4,313 0,7
Grupo 5 2 -4,396 + 4,489 0,862
3 -3,785 + 4,313 0,903
4 -8,901 + 4,724 0,349

Figura 26: Tercio coronal del grupo 5 a 1600x, b) Tercio catatel grupo 5 a 5000x.

En la imagen a) se puede observar un area muyrsiratda y en la imagen b)

se confirma presencia de restos contaminantes edloed de los tdbulos vy

microorganismos.

Respecto al tercio medidbs resultados obtenidos mostraron que no hay
diferencias significativas del grupo control respeal resto de grupos como en el tercio

coronal (ver tabla 13, figura 27).
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Tabla 13: Resultados del grupo control respecto al restgrdpos. (Test de comparaciones multiples de
Tukey;p< 0.05).

Variable de estudio Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
+DT
2 2,715 +£4,271 0,968
Grupo control
4 -1,730 + 4,496 0,995
5 5,432 £ 4,104 0,679

Figura 27a) Tercio medio del grupo 1 a 1600x, b) Tercio meatl grupo 1 a 5000x.

a- b)-

En la imagen a) se observa el tercio medio deperficie dental estudiada del

grupo 1 el cual estd practicamente sin contamig@no también se puede ver en la

imagen b) con mas detalle.

Tampoco se han encontrado diferencias estadistitarsignificativas entre los
diferentes grupos de estudio al igual que en elaemnterior (ver tabla 14, 15, 16, 17 y
figura 28,29,30,31).
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Tabla 14: Resultados del NaOCI al 2.5% respecto al restgrdpos. (Test de comparaciones mdltiples
de Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
estudio +DT

1 -2,715 £ 4,271 0,968

NaOCl al 2.5% 3 2,125 + 4,104 0,985

4 -1,730 £ 4,496 0,995

5 5,432 + 4,104 0,679

Figura 28: a)Tercio medio del grupo 2 a 1600x, b) Tercio mekiibgrupo 2 a 5000x.

En la imagen a) podemos ver claramente la supedientinaria con casi ningdn
contaminante ni microorganismos, al igual que eimiagen b) en la que observamos

los tubulos dentinarios practicamente limpios.
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Tabla 15 Resultados de la TFD respecto al resto de grufitest de comparaciones multiples de

Tukey;p< 0.05).
Variable de Grupos de estudio | Diferencia de medias | p-valor
estudio DT
1 -2,125 £ 4,104 0,985
TED 2 0,589 +4,271 1
4 -3,855 + 4,496 0,910
5 3,307 £ 4,104 0,927

Figura 29: a) Tercio medio del grupo 3 a 1600x, b) Tercio raet#l grupo 3 a 5000x.

a- b-

En la imagen a) se observa un mayor grado de comdain en comparacion

con el grupo anterior y en la imagen b) se obsexsa mas detalle presencia de

microorganismos.
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Tabla 16: Resultados del chitosan 3mg/ml respecto al restgrdpos. (Test de comparaciones mdltiples

de Tukey;p< 0.05).

Variable de estudio Grupos de estudio | Diferencia de medias + p-valor
DT

1 1,730 * 4,496 0,995

SlteE ) il 2 4,444 % 4,650 0,872

3 3,855 + 4,496 0,910

5 7,163 + 4,496 0,514

Figura 30: a) Tercio medio del grupo 4 a 1600x, b) Tercio raatl grupo 4 a 5000x.

En la imagen a) podemos observar area del tercidiomgracticamente no

contaminada al igual que en la imagen b) tomadaaumento mayor.

Tabla 17: Resultados de TFD + Chitosan 3mg/ml respectosibrde grupos. (Test de comparaciones

multiples de Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio | Diferencia de medias + p-valor
estudio DT

1 -5,432 £ 4,104 0,679

Grupo 5 2 -2,718 £4,271 0,968

3 -3,307 £4,104 0,927

4 -7,162 + 4,496 0,514
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Figura 31: a) Tercio medio del grupo 5 a 1600x, b) Tercio raatl grupo 5 a 5000x.

En la imagen a) se puede ver un mayor grado demmamacion con respecto al
grupo anterior confirmandose con la imagen b) equlase observa mas detalladamente

los tubulos dentinarios rodeados por barrillo derto.

Respecto al tercio apicdbs resultados obtenidos mostraron que no existen
diferencias significativas del grupo control redpeal resto de grupos como en los

tercios anteriores (ver tabla 18 y figura 32).

Tabla 18: Resultados del grupo control respecto al restgrdpos. (Test de comparaciones multiples de
Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
estudio +=DT
2 4,974 + 3,503 0,621
Grupo Control
3 2,291 + 3,365 0,959
4 2,826 + 3,687 0,938
5 6,242 + 3,365 0,365
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Figura 32: a) Tercio apical del grupo 1 a 1600x, b) Terciacapdel grupo 1 a 5000x.

En la imagen a) podemos observar el é&rea apical pasencia de
microorganismos y en la imagen b) se ve con mailathlos tubulos dentinarios con

Estreptococos alrededor.

No existen diferencias significativas entre losghtes grupos de estudio (ver
tablas 19, 20, 21y 22 y figuras 33, 34, 35y 36).

Tabla 19: Resultados del NaOCI al 2.5% respecto al restordeog. (Test de comparaciones mdltiples
de Tukey;p< 0.05).

Variable de | Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
estudio +DT

1 -4,974 + 3,503 0,621

Grupo 2 3 -2,683 + 3,503 0,938

4 -2,148 + 3,812 0,979

5 1,267 + 3,503 0,996
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Figura 33: a) Tercio apical del grupo 2 a 1600x, b) Terciacapdel grupo 2 a 5000x.

En la imagen a) podemos observar tubulos dentmaté la zona apical con

apenas grado de contaminacion asi como en la iniggen

Tabla 20: Resultados de la TFD respecto al resto de gruffest de comparaciones multiples de

Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
estudio +=DT
1 -2,291 + 3,365 0,959
Grupo 3 2 2,683 + 3,503 0,938
4 0,535 + 3,687 1
5 3,951 + 3,365 0,766

Figura 34: a) Tercio apical del grupo 3 a 1600x, b) Terciacapdel grupo 3 a 5000x.
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En la imagen a) observamos los tlbulos dentinailmsaapenas contaminaciéon
como en el grupo anterior al igual que en en layena) tomada a mayor aumento.

Tabla 21: Resultados del chitosan 3mg/ml respecto al restgrdpos. (Test de comparaciones mdltiples
de Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
estudio +=DT
Grupo 4 1 -2,826 + 3,687 0,938
2 2,148 + 3,812 0,979
3 -0,535 £ 3,687 1
5 3,415 + 3,687 0,884

Figura 35: a) Tercio apical del grupo 4 a 1600x, b) Terciacapdel grupo 4 a 5000x.

En la imagen a) podemos observar zona del tereoalagel grupo 4 con cierto
grado de contaminacién al igual que en la imagerob)mas detalle.

Uso de la terapia fotodindmica y el chitosan erododcia 79



RESULTADOS

Tabla 22: Resultados de TFD+ Chitosan 3mg/ml respecto alorelet grupos. (Test de

comparaciones multiples de Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
estudio +=DT

Grupo 5 1 -6,242 + 3,265 0,365

2 -1,267 £ 3,503 0,996

3 -3,951 + 3,365 0,766

4 -3,415 + 3,687 0,884

Figura 36: a) Tercio apical del grupo 5 a 1600x, b) Terciacapiel grupo 5 a 5000x.

-b)-

En la imagen a) podemos observar zona del terdmalagel grupo 5 con un

mayor grado de contaminacién alrededor de los ¢é@bdéntinarios en comparacion con

el grupo anterior asi como en la imagen b), enuk podemos distinguirlo con mas

detalle.

Asimismo, los resultados obtenidos en el estudicacka total de cada uno de

los dientes, mostraron que no existen diferencignifieativas del grupo control

respecto al resto de grupos como en los casosartefver tabla 23).
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Tabla 23: Resultados del grupo control respecto al restgrdpos. (Test de comparaciones multiples de

Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
estudio +=DT
Grupo control 2 2,952 + 3,694 0,929
3 2,064 = 3,550 0,977
4 -0,750 + 3,888 1
5 5,745 + 3,550 0,499

No existen diferencias significativas entre eloakt grupos de estudio (ver tablas
24,25,26,27).

Tabla 24: Resultados del NaOCI al 2.5% respecto al resgrajgos. (Test de comparaciones multiples

de Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio Diferencia de medias * p-valor
estudio DT

1 -2,952 + 3,694 0,929

Grupo 2 3 -0,887 + 3,694 0,999

4 -3,701 £ 4,020 0,886

5 2,793 £ 3,694 0,941

Tabla 25: Resultados de la TFD respecto al resto de grupest fle comparaciones multiples de
Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio Diferencia de medias p-valor
estudio +DT

1 -2,064 + 3,550 0,977

Grupo 3 2 0,888 + 3,694 0,999

4 -2,814 + 3,888 0,949

5 3,681 + 3,550 0,836
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Tabla 26: Resultados del chitosan 3mg/ml respecto al res@raeos. (Test de comparaciones multiples

de Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio | Diferencia de medias + p-valor
estudio DT
1 0,750 + 3,888 1
Grupo 4 2 3,701 + 4,020 0,886
3 2,814 + 3,888 0,949
5 6,495 + 3,888 0,468

Tabla 27: Resultados de TFD+ Chitosan 3mg/ml respecto abréstgrupos. (Test de comparaciones

multiples de Tukey;p< 0.05).

Variable de Grupos de estudio | Diferencia de medias + p-valor
estudio DT

1 -5,745 + 3,550 0,499

Grupo 5 2 -2,793 + 3,694 0,941

-3,681 + 3,550 0,836

4 -6,495 + 3,888 0,468
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V. DISCUSION

V.1. Discusion del método

En el tratamiento endodontico convencional, la cethn de la carga bacteriana
es lograda por una combinacién de instrumentaciéoamica, varias soluciones de
irrigacion, y medicamentos antimicrobianos o prapi@nes colocadas en el interior del

canal (Garcez y cols., 2004).

El Enterococcus fecaeliss el microorganismo que con mayor frecuencia se
encuentra tras los tratamientos de periodontitisadgs, hasta nueve veces mas, es por
ello que se utiliza como un valioso marcador miwidigico para estudios in Vitro, por
su gran capacidad de adhesion a los tubulos depsneesistencia e invasion del canal

radicular de forma satisfactoria (Sakamoto y c@BQ6; Vaziri y cols., 2012).

Para nuestro estudio hemos utilizant®s$ecaelis cepa ATCC 2912 que se
cultivd de forma pura en 1ml de BHI hasta conseguia turbidez Optica de 1
McFarland estandar que corresponde a 3x108 celgaligcubd a 37°C durante 1 h. En
un estudio realizado por Garcez y cols. (2004)lejue empledE.fecaelispor ser uno
de los patdgenos mas relevantes en la endodoraidservé que la colonizacion de la
microflora en un conducto radicular de un dienteraddo era complicada de realizar
pues exige la existencia de unas instalacionemhiatogicas en las proximidades de
los centros donde se realiza el estudio para asegue los microorganismos no

mueran en el traslado.

Para llevar a cabo la terapia fotodinamica hemgseado un laser de diodo de
mano con una longitud de onda de 660nm y un pakde 100mW y el azul de
toluidina como fotosensibilizante. Garcez y caklq4) emplearon una fibra optica para
tener acceso al conducto radicular y utilizandomesma metodologia para la
irradiacion (60 segundos) obtuvieron buenos radak que se atribuyen a que el
empleo de una fibra 6ptica puede mejorar la ir@dmde los conductos radiculares
pues la fibra probablemente distribuye homogénetarianiuz dentro del conducto lo
gue garantiza una mejor fotoreaccion, confirmarglaqae la TFD resulta eficaz frente

agentes bacterianos.
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Al inicio se usaba la eosina como fotosensibilizagida irradiacion empleada

era la fuente de luz blanca.

En el intento de optimizar y estandarizar la TFDJas afios posteriores, fueron
ensayadas varias sustancias fotosensibilizantescigalmente, las porfirinas. Los
primeros experimentos fueron realizados, en 19bh, la hematoporfirina y, desde
entonces, las porfirinas se mantuvieron como l|agasgias mas eficaces y mas
estudiadas en la TFD. Hausman describio la capdadda hematoporfirina, activada
por la luz, de fotosensibilizar a ratones y colggilde indias. En 1913, Meyer-Betz
demostré que la hematoporfirina podia producir detsibilidad en humanos, al
inyectarse a si mismo este compuesto y notar iaitégdn y dolor en las zonas de su

cuerpo expuestas a la luz (Nestor y cols., 2006).

Nunes y cols. (2011) utilizaron azul de metilenanylaser diodo de longitud de
onda de 660-nm para la TFD y obtuvieron unoslt@edos que demostraban su

eficiencia antimicrobiana para los grupos expuestiosadiacion durante 90 s y 180s.

Souza y cols. (2010) divulgaron que la terapiadistdmica junto con el azul de
metileno o con azul de toluidina no tenia un efesignificativo adicional a la
preparacion quemo-mecanica que usa el NaOCI al 2dfo irrigante en la reduccion
de las poblaciones de faecalis De la misma forma Seal y cols. (2002) indicarae q
la irrigacién con hipoclorito de sodio al 3% enttatamiento endododntico convencional
elimind un mayor niamero de microorganismos queR® Eombinada con 100 g / ml
de azul de toluidina y 21 J de luz laser con 632dentongitud de onda. Asimismo un
estudio de Garcez y cols. (2007) sugiere que eldeséa TFD como adyuvante al
tratamiento endodontico resulta eficaz para reddeirforma significativa la carga
bacteriana de los conductos radiculares en comparacon un tratamiento de
conductos sin ella; ademas sefalé que el E. faeealll00-1.000 veces mas sensible a
la TFD que otras especies Gram-negativas, tale® ¢anaeruginosalo que la hace

idonea para eliminar a este tipo de microorganismo.

En un estudio acerca de la eliminacién de S.muysansnedio de TFD, Rolim y
cols. (2012) examinaron la actividad antimicrobiateadiversos fotosensibilizadores
contra este microorganismo mediante el andlisitadgeneracion de £e informaron

que entre los fotosensibilizadores azul de metjleazrul de toluidina, verde malaquita,
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eosina, eritrosina y rosa de Bengala, el azul lledina es el Unico fotosensibilizador
que reduce efectivamente, 99.9%, el S.mutans.nZgncols. (2006) usaron azul de
toluidina a una concentracién de 0.1 mg/ml comneah luz LED para conseguir la
fotodestruccion del biofilm oral, consiguiendo éfecsignificativos en la reduccion de
la carga bacteriana de S.mutans Ademas, en otestigacion Lima y cols. (2009)
confirmaron que el uso de TFD con azul de toluidomano fotosensibilizante era
efectivo en la eliminacion de microorganismos argleesentes en la caries dentinaria
producida in situ ademas de una técnica exitoda eliminacion de caries previamente
a su restauracion. Vahabi y cols. (2011) declargrensolo el empleo de TFD con azul
de toluidina al 0.1 % y un laser de diodo de 633 em3 J/crh era eficaz en la
eliminacién S. mutans. Sin embargo en un estudiavio de Bonsor y cols. (2006) la
utilizacién de cloruro de tolonio como fotosens#ahte y un laser de diodo acoplado
con una fibra éptica como una fuente de iluminacrésulto idonea en la eliminacion
de todos los microorganismos encontrados en ladidie inicial de los conductos

radiculares.

En un estudio acerca del efecto in vitro de la pierafotodinamica
antimicrobiana con verde de indocianina (ICG) eteEtoccus faecalis realizado por
Chiniforush y cols. (2016) se observd que usandd jihto TFD, en unas cantidades
de 25 a 2000 mg / ml y de 50 a 2000 mg / ml hube nexluccion significativa en el
crecimiento dée. faecalis Ademas mostro un efecto significativamente iitltbsobre
la formacion de biofilms de E. faecalis en unacemtracion de 6-2000 mg / mly 100 a
2000 g / ml en todos sus grupos de estudio. Y shrdello del biofilm fue evitada por
concentraciones de 12 a 2000 mg / ml y 100 a 2000ng De la misma forma la
degradacion biofilm aument6 con concentraciones2da 2000 mg / ml 'y 250 a 2000 g

/ ml en grupo de trabajo y control respectivamente.

En un estudio realizado por Tuncay y cols. (2055 el ozono como agente
antibacteriano y se observd que eltOvo un importante efecto antibacteriano por la
eliminacion de aproximadamente el 91% de biofilnesEd faecalisen 2 minutos.
Asimismo Case y cols. (2012) informaron de quexiaosicion a aire enriquecido con
O3 por un periodo total de 2 min resulté en unagedn 71,6% en CFU, pero no fue
superior al resultado obtenido con 1% NaOCI. Ureyarols. (2014) investigaron el

efecto de @y plasma a baja temperatura a presion atmosf@ri€APP) como una
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alternativa para NaOCI. Segun los resultados daties la aplicacion de O3 durante 2

min no tenia un efecto mayor que LTAPP y 2,5% NaOCI

En nuestro estudio hemos realizado un analisisvdgen con sistema MEB
sobre la base de la metodologia propuesta porl&streols. (2012), en las que hemos
observado los tres tercios de cada diente a mhtolos aumentos diferentes 1600x y

5000x con el fin de evaluar el nivel de contamidéagorE.fecaelis

Estos autores proponen un ensayo preliminar, elissn&EB tuvo como
objetivo determinar un parametro inicial para Iaidieccion con NaOCI al 2,5% y
cloruro de cetilpiridinio al 0,1%, pero tras la ebtion de las imagenes a 1.600 y 5.000
aumentos, no utilizaron la histomorfometria y siltados se basaron exclusivamente
en la presencia o ausencia de contaminacion y uesidEste software de
histomorfometria permite el uso de una variablentitsiva (porcentaje del area con la
contaminacion y los residuos en relacion con laedigie total de la imagen en
estudio). Sin embargo, la metodologia propuestaMieB de Estrela y cols., (2012)
tiene una importante limitacion que no se resuehegliante el uso de este software.;
esta limitacion es la incapacidad para distingaireela contaminacion y los residuos.
Por otro lado, el uso del MEB en tales estudiosaseuestionado recientemente debido
principalmente a la limitacion de las imagenes de dimensiones (Ehsani y cols.,
2013), pero el modelo experimental ideal para erala eliminacion de la capa de
barrillo no esta disponible actualmente. Estos ragiodescriben un métoddaCT que

puede proporcionar datos tridimensionales perane eivel del MEB.

V.2. Discusioén de los resultados

En este estudio se ha observado que el uso de [ dBminuye
significativamente la carga bacteriana de los cotwduradiculares infectados pBr
fecaeliscon respecto al grupo control, aunque no hayefi@as significativas respecto
al NaOCIl al 2.5% ni con el chitosan 3mg/ml lequos hace pensar que a pesar de ser
un tratamiento eficaz no supone ningun benefici@hmumayor sobre cualquier otro
desinfectante de los empleados en este estudianBsstudio similar realizado por
Vaziri y cols. (2012) se observaron resultadoggéns a los nuestros con la excepcién

de que en este estudio Vaziri y cols. (2012) afiadielos grupos nuevos de trabajo
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clorhexidina al 2% y TFD+ NaOCI que resultdé ser nefisaz que el resto de sus
tratamientos, concluyendo que la reduccion del mande UFC era estadisticamente
significativa bajo el uso de varios métodos conmohaxidina, NaOCI, laser + NaOCl, y
TFD+NaOCI contrak. faecalis Sin embargo, no encontré células viables con la
combinacion TFD+NaOCI. Este mismo resultado lo wbtliennet y cols. (2014) con
su estudio acerca de los efectos de la terapi@if@mica con el que observo que el
tratamiento de los conductos radiculares usandwagreénte la TFD causé una notable
reduccion de la carga bacteriana Befaecalis(92,7%), pero al combinar la terapia con

hipoclorito de sodio al 3% la viabilidad bacteria®aredujo en un 99,9%.

En un estudio ex vivo realizado por Hecker y c(#613) en el que comparaban
el nivel de desinfeccion bien por hipoclorito dadisoo por terapia fotodinamica en
conductos radiculares infectados artificialmente [poterococcus faecalis se observo
que la terapia fotodiamica no alcanzé un efectoibaateriano suficiente en

comparacion con el hipoclorito sodico.

Nikolaos y cols. (2006), llegaron a la conclusiém gue la TFD puede ser
desarrollada como un procedimiento adyuvante patamhas bacterias residuales en el

sistema de conductos radiculares después del teatemendoddntico estandar.

Jacob Lee Fimple y cols. (2008) investigaron lextefs fotodinamicos de azul
de metileno en biofilms de multiples especies comctinomyces israelii,
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonus gingivgliBrevotella intermediaen los
conductos radiculares infectados experimentalmentedientes humanos extraidos.
Ellos lograron una reduccion de hasta el 80% dernatades formadoras de colonias y
concluyeron que la TFD puede ser un complementoazfipara el tratamiento
antimicrobiano estandar. Vaziri y cols. (2012)yvdlon a cabo un estudio sobre 60
dientes con raices individuales y se encontr6 quecdmbinacion de la terapia
fotodinamica y el 2,5% NaOCI logra una maxima redut de bacterias. Después del

tratamiento por TFD + 2,5% NaOCI, no se observéamterias viables.

Javed F y cols. (2013) declararon que la TFD ayidaificativamente en la
reduccion de las bacterias periodontopatogénicasluyiando Actinomyces
actinomycetemcomitans Aggregatibacter, Porphyrormongingivalis, Prevotella

intermedia,etc. La TFD mata las bacterias cariogénicas (pmm@o, Streptococcus
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mutansy Streptococcus sanglijslas bacterias asociadas con conductos radisulare
infectados, y los asociados con periimplantitistc8a y cols. (2006) usaron TFD junto
con el tratamiento endodontico convencional in wwooncluyé que conduce a TFD
importante reduccién de recuento microbiano. La T@#sDun tratamiento eficaz para

matar los microorganismos que tienen resistennoidltiples farmacos.

Meire y cols. (2012) demostraron que el tratamieato una solucion de NaOCI
2,5% durante al menos 5 min dio lugar a la compditainacion de biofilm. Cuando
estaban usando una solucion al 0,5%, se requirgdanin. Mientras tanto, Yao y cols.
mostraron que a pesar del efecto proteolitico daO®G! al 5,25%, todavia habia
bacterias en los tubulos profundos y en las irergiddes de los conductos debido a la

complejidad en el sistema radicular.

Un estudio de Garcez y cols. (2008) sin embardgovabcomo resultados que
la TFD fue mas eficaz que el NaOCI, mientras qagaxro y cols. (2010) afirmaron
gue el NaOCI era un irrigante muy eficaz para elanimicoorganismos comparable a
cualquier técnica. Yildirim y cols. (2013) tambiéhtuvieron como resultados que no
existia diferencia significativa entre los grupos tlatamiento aunque observd un
porcentaje mas reducido de bacterias en el casgraieb de tratamiento que utilizo la
TFD.

El E. faecalises capaz de sobrevivir largos periodos de tiempaougrientes;
invade tubulos dentinarios (donde puede persistpradundidades de mas de 300
micras) (Peters y cols., 2001), que lo protegemodeagentes de irrigacion habituales
(Love y cols., 2001). Por esta razén, la capacakagenetracion de la terapia con laser
(TFD) puede reducir la tasa de fracaso en los niatstos de endodoncia. La
concentracion d&. faecalisdentro de los conductos radiculares se podriamciedn
un 97,1% si se trata con TFD durante 30 segundas99,9% si se trata con NaOCI
seguido por TFD (también durante 30 segundos) seguestudio de Rios y cols.
(2011).

En nuestro estudio también hemos empleado chitesasolucion acuosa con
una concentracion de 3mg/ml con el que hemos caigegeducir significativamente
la carga bacteriana respecto al grupo control dém mensamos que podriamos

emplearlo como antibacteriano aunque de la mismmaaf@ue en el caso de la TFD no
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supone ningun beneficio superior a los que podrgawimtener con el hipoclorito de
sodio. DaSilva y cols. (2013) y Silva y cols. (20d8servaron en sus estudios con
dientes bovinos extraidos, que la carga bactedarias mismos también disminuia con
el empleo del chitosan. Fernandes y cols. (20fi@haron con su estudio que el
chitosan demostré poseer una elevada capacidatimi@anbiana sobre todo en
bacterias Gram positivas y levaduras. Y en un estel Jeon y cols. (2014) también se
demostré su actividad antibacteriana coristherichia coli Ademas Costa y cols
(2014) observaron que el chitosan mostré un graenp@l como posible agente anti-
candidiasis, ya que era activo frer@e albicansen su estado plancténico con una
actividad significativa en sus fases de adhedmnmacion, madurez y co-agregacion

en la formacién de biofilm.

En nuestra investigacion hemos observado que labicagion de la TFD+
chitosan ha resultado ser la mas efectiva reduciesignificativamente la carga
bacteriana deE. fecaelisrespecto al grupo control coincidiendo con el distule
DaSilva y cols. (2013) en el que también se emlpleaos sustancias juntas obteniendo
de igual manera una disminucion de la carga baci@nnas potente que con el uso de la
TFD o chitosan por separado. El uso de esta suatamccombinacion con la TFD
puede explicarse debido a que la primera generat@dos agentes fotoestimuladores
presentaban muchos inconvenientes (Schuitmakerlss, c996), situacion que ha
llevado a la busqueda de nuevas sustancias queitgermumentar los efectos
antimicrobianos. Chitosan es una de estas sussansm@ trata de un polimero
policationico natural proveniente de N-acetil-Deggamina \-1.4-D-glucosamina. El
policationico natural de chitosan interfiere con darga negativa residual de
macromoléculas en la pared celular, lo cual puegéoar su habilidad para potenciar
la inactivacion fotodinAmica del fotoestimuladoruarelli y cols., 1990; Helander y
cols., 2001). Ademas de la bien conocida acciéimisrobiana del chitosan, y su
accion frente a hongos, bacterias y virus (Muzligrelols., 1990; Rabea y cols., 2003;
Yilmaz, 2004), la combinacion de un agente fotokdirador con un polimero natural
bioactivo como el chitosan con su habilidad inhergrara permeabilizar a través de la
membrana celular e interaccionar con la estructefalar del biofilm, aumenta la
eficacia antibiofiim de la TFD (Liu y cols., 2004)a union de chitosan y agente
fotosensibilizante podria reducir la toxicidad figbsensibilizante aumentando mas la

accion diana de la terapia fotodinamica (Shregtkshen, 2012).
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Son numerosos los estudios que ponen de manifeesfectividad de la Terapia
Fotodinamica junto a chistosan para el tratamielelocancer bucal (Miranda y cols.,
2014). El chitosan es un polimero bioadhesivo gqii@acomo film, es biocompatible y
biodegradable y presenta interacciones electroagitique potencian las fuerzas
bioadhesivas (Wang y cols., 2007). Aumenta la mdicesion entre los polimeros y los
farmacos aplicados al tumor. Ademas favorece laetpgeion de varias drogas o
farmacos hidrofilicos, aumentando la absorcién dése en la mucosa oral y
neutralizando las fuerzas aniénicas de estas séi@lda mucosa (Sandri y cols., 2005).
Otra propiedad importante es que el chitosan @éeraonoadyuvante, es decir estimula
la respuesta inmune del huésped frente al efedtmdstructivo de la TFD en el

tratamiento de células tumorales (Chen y cols.2200

Finalmente debemos decir que en nuestro estudioprabinacion de TFD+
Chitosan mostré la mayor reduccion en la infeccéstablecida por E.fecaelis
comparado con el tratamiento de TFD o Chitosanspparado e incluso al compararlo
con el tratamiento convencional “gold standard” &&OCI al 2.5%. Sin embargo y a
pesar del posible efecto potenciador del chitosdesel fotosensibilizante azul de
metileno para el tratamiento antibacteriandedecaeliscon TFD en endodoncia, no se
ha observado diferencias estadisticamente sigtivfisaentre los grupos de tratamiento
usados, por lo que son necesarios futuros estugiies demuestre dicho efecto

potenciador.
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A continuacién se describen las conclusiones oflésnilel trabajo:

1. Al analizar el efecto del NaOCL, la TFD y el chdospor separado y la
combinacion de TFD + chitosan sobre las UFC Edefaecalisen canales
radiculares de dientes humanos previamente infestadbservamos que la
mayor reduccién de UFC se obtuvo al combinar la TBD chitosan por lo que
el chitosan puede ser un posacarido natural caroefmtenciador del FS azul
de metileno en el tratamiento endoddntico de THred. faecalis.

2. La combinacién de TFD + chitosan produce una magduccion sobre la
contaminacion bacteriana y el barrillo dentinanoles canales radiculares de
dientes humanos previamente infectados Eoriaecalis siendo mas efectivo
que el uso individualizado de TFD o chitosan, dusm que la apliacion del
irrigador “gold standard” NaOCL al 2,5%.
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Bactericidal Efficacy of Photodynamic Therapy and Chitosan in Root Canals Experimentally Infected with
Enterococcus faecalis: An In Vitro Study.
Camacho-Alonso F', Julian-Belmonte EZ, Chiva-Garcia F*, Martinez-Beneyto ¥*.

@ Author information

Abstract

OBJECTIVE: To evaluate the antibacterial efficacy of photodynamic therapy (FDT) and chitosan against Enterococcus faecalis and assess
the possible enhancive effect of chitosan on the photosensitizer methylene blue in experimentally infected root canals of extracted human
teeth in vitro.

BACKGROUND DATA: E. faecalis is frequently found in persistent endodontic infections. In this context, the antimicrobial PDT or newer
antibacterial alternatives such as chitosan could become modern alternatives to existing antibacterial treatment approaches.

METHODS: One hundred two single-rooted extracted teeth were used. The teeth were contaminated with 0.1 mL E. faecalis (3 %10% cellimL).
These were randomized into six treatment groups (n=17 teeth): Group 1 (2.5% NaOCI); Group 2 (PDT); Group 3 (chitosan 3 mg/mL); Group 4
(PDT+chitosan 3 mg/mL); Group 5 (positive control, no treatment); and Group & (negative control, no inoculation, no treatment). The canal
content was sampled with sterile paper points. The samples were cultured on blood agar plates to determine the number of colony-forming
units (CFUNmL. Five teeth in each group were analyzed by scanning electron microscope (SEM) to determine the percentage of area with
contamination and debris.

RESULTS: The positive control group showed the highest number of CFU/mL, with statistically significant differences in comparison with the
other treatment groups (p = 0.05). Group 4 (FDT+chitosan) showed the lowest CFU/mL count, followed by Group 2 (FDT alone), which
obtained similar results to Group 1 (NaQCI), but there was no significance between the treated groups. SEM images showed that Group 4
(PDT+Chitosan) showed the lowest area of contamination.

COMNCLUSIONS: Combination of PDT and chitosan showed antibacterial potential against endodontic infection by E. faecalis.

KEYWORD S: Enterccoccus faecalis; chitesan; endedentic; infected root canals; photedynamic therapy
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