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RESUMEN

Introduccién: El objetivo de este estudio fue cuantificar la expresion de sustancia P (SP) y CGRP,
dentro del ligamento periodontal de premolares humanos después de la preparacion del conducto
radicular con tres sistemas rotatorios de lima Unica. Métodos: Cincuenta muestras de ligamentos
periodontales se obtuvieron de premolares inferiores humanos sanos en los que se indicé extraccion
por fines ortodonticos. Antes de la extraccion, 40 de estos premolares se asignaron a cuatro sistemas
de instrumentacion diferentes: grupo 1: sistema rotativo Reciproc blue, grupo 2: sistema rotativo
WaveOne Gold, grupo 3: sistema rotativo XP EndoShaper y grupo 4: técnica de instrumentacion
manual (grupo control positivo). Los 10 premolares restantes sirvieron como grupo control negativo.
Todas las muestras del ligamento periodontal se procesaron, y SP y CGRP se midieron por
radioinmunoandlisis. Resultados: se encontré una mayor expresién de SP y CGRP en el grupo de
instrumentacion manual seguido por el grupo XP -EndoShaper, el grupo WaveOne Gold y el grupo
Reciproc blue. Los valores mas bajos de SP y CGRP fueron para el grupo de control negativo. La
prueba de Kruskal Wallis mostr6 diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p
<0,0001). La prueba post hoc mostré diferencias estadisticamente significativas (p> 0.05) en la
expresion de SP y CGRP entre todas las comparaciones, excepto para el WaveOne Gold y el
Reciproc blue (p> 0.05). Conclusién: Todos los sistemas rotatorios evaluados generan expresion
de neuropéptidos, donde el XP EndoShaper de rotacion continua generé mayor expresion que los
sistemas reciprocantes como WaveOne gold y Reciproc blue.

Palabras claves: Ligamento periodontal humano, sustancia P, péptido relacionado con el gen de la
calcitonina, sistema rotatorio, inflamacion neurogénica.

ABSTRACT

Introduction: The aim of this study was to quantify the substance P (SP) and CGRP expression,
within human periodontal ligament from premolars after root canal preparation with three single file
endodontic systems. Methods: Fifty periodontal ligament samples were obtained from healthy
human lower premolars in which orthodontic extraction was indicated. Before extraction, 40 of these
premolars were assigned into four different instrumentation systems: group 1: Reciproc blue rotary
system, group 2: WaveOne Gold rotary system, group 3: XP-EndoShaper rotary system and group
4: manual instrumentation technique (positive control group). The remaining 10 healthy premolars
served as a negative control group. All samples from the periodontal ligament were processed, and
SP and CGRP were measured by radioimmunoassay. Results: greater expression of SP and CGRP
was found in the manual instrumentation group followed by the XP —EndoShaper group, WaveOne
Gold group and the Reciproc groups. The lowest values of SP and CGRP were for the negative
control group. The Kruskal Wallis test showed statistically significant differences between the groups
(p <0.0001). Post hoc least significant differences (LSD) test showed statically significant differences
(p>0.05) in SP and CGRP expression between all the comparison except for the WaveOne gold and
Reciproc blue (p>0.05). Conclusion: All the rotary systems evaluated in this study generate



neuropeptide expression, where the XP EndoShaper despite being a continuous rotation system
generated greater expression than the reciprocal systems such as WaveOne gold and Reciproc blue.

Key words: Human periodontal ligament, Substance P, Peptide related to the calcitonin gene,
Rotating system, Neurogenic inflammation.
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Introduccion:

El fenébmeno inflamatorio neurogénico post-

endodontico, asociado al  ligamento
periodontal (LP) se denomina clinicamente
periodontitis apical sintomatica (PAS). Dicho
fendbmeno es una de las problematicas mas
comunmente asociadas al desarrollo de dolor
post-tratamiento. Durante las primeras 24 y 48
horas la inflamacién se presenta en un
porcentaje de 40-65 %, y la tasa disminuye al
11% durante los 7 dias siguientes (1). La
periodontitis apical sintomatica se origina
debido al trauma mecanico y quimico que se
presenta durante la preparacion, como el calor
por friccion generado por el instrumento
rotando dentro del conducto, al sobrepaso de
irritantes como sustancias irrigadoras por
presion durante la irrigacién, la extrusion de

detritus, como tejido pulpar vital o necrético,

microorganismos y materiales inerte (2, 3).

La PAS es considerada una inflamacion de
naturaleza neurogénica, donde el sistema
nervioso ejerce control y gobierna al sistema
vascular y al sistema inmune, por medio de la
liberacion de neuropéptidos tales como, la
sustancia P (SP) y el péptido relacionado con

el gen de la calcitonina (CGRP) (1, 2).

La SP y el CGRP son neuropéptidos somato
sensoriales, que se originan en el ganglio
trigeminal y son transportados a las terminales
nerviosas del ligamento periodontal donde
son almacenados; estos se localizan en las

fibras amielinicas tipo C (4).

La SP contiene 11 aminoacidos, y tiene como
funcién, bajo una injuria, potencializar los
efectos de la inflamacion; actia por medio de
receptores, denominados neuroquinina (NK1,
NK2 y NK3) (5). EI CGRP, es un neuropéptido
de 37 aminoacidos, asociado a la familia
de los péptidos denominados calcitoninas;
este produce inmunosupresion, debido a que
inhibe la proliferacién de linfocitos T inducida
por mitbgenos; ejerce su efecto en los tejidos
mediante la unién a las células diana que
expresan el receptor-1 (CGRPr1) o receptor-2

(CGRPr2) (5, 6, 7)

Estos neuropéptidos son capaces de
desencadenar la activacion de vasodilatacion,
siendo la SP el componente inicial de la
respuesta vasodilatadora, mientras que el
aumento prolongado del flujo vascular es
dependiente del CGRP. Se ha reportado que
el CGRP prolonga el efecto de la SP
inhibiendo la degradaciéon enzimatica de la

misma, por consiguiente ocurre una



extravasacion del plasma, lo cual genera un
enlentecimiento  del flujo  sanguineo,
controlando de tal manera al sistema vascular;
como consecuencia de este proceso hay una
activacion del sistema inmunolégico donde
ocurre un reclutamiento y/o regulacion de
células inflamatorias quimiotacticas, tales

como macrofagos, mastocitos y linfocitos,

controlando el sistema inmune (2, 8).

El enlentecimiento del flujo sanguineo genera
un acumulo de mediadores de la inflamacion,
tales como prostaglandina, interleuquinas,
citoquinas y tromboxanos, lo cual, genera una
magnificacion del fenémeno inflamatorio en el
ligamento periodontal, siendo la razén de las
manifestaciones clinicas de dolor asociadas a
la periodontitis apical sintomatica, debido al
trauma mecénico y quimico, generado

durante la preparacién biomecanica (2, 9).

A lo largo de los afios la terapia endodontica
convencional ha sido llevada a cabo por
diferentes tipos de instrumentos, utilizados
bajo distintas cinematicas de movimiento;
desde las limas manuales de acero inoxidable,
utilizadas con movimientos de traccion vy
pulsién, que por el perfil de seccién cuadrada
o triangular, y conicidad .02, hace que estas

sean mas rigidas (2), y exista mayor presion y

extrusion de detritus durante la preparacion
biomecanica, lo cual genera la periodontitis

apical sintomaética, por inflamacion del LP (8).

Para mejorar esta problematica, surgieron los
sistemas rotatorios de niquel titanio de
rotacion continua, esta aleacion ofrece una
gran flexibilidad, super elasticidad, y una
preparacion mas centrada (8); Dentro de la
modificacién en su disefio fueron aumentadas
sus conicidades, cambiaron los perfiles de
seccion, puntas y angulos helicoidales, y asi
fue posible la reduccién del numero de
instrumentos para la conformacién del
conducto radicular, aunque seguian siendo
una secuencia de limas (2). Existen estudios
donde han reportado que sistemas de rotacion
continua como ProTaper Universal (Denstply
Maillefer Ballaigues, Suiza), MTWO (VDW
Munich, Alemania) y RaCe (FKG, La Chaux-
de-Fonds, Suiza), generan expresién de
neuropeptidos a pesar de los cambios ya
mencionados  anteriormente, siendo el
sistema rotatorio Protaper Universal, el que
gener6é mayor liberacién de SP y CGRP. Sin
embargo no lograron controlar la periodontitis
apical sintomatica post-tratamiento, ni la
disminucion de expresion de neuropéptidos

(1, 8).



Dentro de este contexto surgieron los
instrumentos de lima unica, como el Reciproc
(VDW  Munich, Alemania) y Waveone
(Denstply Maillefer Ballaigues, Suiza), con
movimiento alterno reciprocante en sentido
antihorario y horario, con diferentes perfiles de
seccion, angulos helicoidales, y puntas (2).
Este sistema de limas rota en 360° después
de haber realizado tres ciclos de corte en el
movimiento antihorario y un desenganche en
el sentido horario; los objetivos de esta nueva
técnica fueron disminuir la tensién ejercida, la
reduccion en la secuencia de limas, evitando
asi el trauma generado por la preparacion
biomecanica y por ende la liberacion de
neuropéptidos (2, 10, 11); existen estudios
donde midieron la expresion de SP y CGRP, y
comprobaron que el sistema rotatorio
Waveone (Denstply Maillefer Ballaigues,
Suiza) expresoé un 50 % mas de neuropéptidos
que el sistema rotatorio Reciproc (VDW
Munich,  Alemania), debido a sus
caracteristicas de disefio, considerandolo de
mayor masa que el que presenta el sistema

Reciproc (1, 2).

Como estos sistemas rotatorios siguieron
generando inflamacién del LP, por ende

periodontitis apical sintomatica, los avances

tecnolégicos ponen a disposicion hoy en dia,
nuevas limas unicas como el Reciproc blue
(VDW Munich, Alemania), que es un sistema
de lima unica con movimiento alterno
reciprocante donde el instrumento es
impulsado en una direcciébn de corte en
sentido antihorario de 150° y luego se produce
un giro en sentido inverso de 30° con una
velocidad de 300rpm; presenta una aleacion
denominada Blue NITI, sometida a un
tratamiento de calentamiento-enfriamiento
que resulta en una capa de 6xido visible en la
superficie del instrumento, lo que le da un
aspecto azul (12), este proceso cambia la
estructura molecular y aumenta sus
propiedades de resistencia y flexibilidad; tiene
una seccion transversal en forma de S,
presenta 2 filos cortantes, y una punta no

cortante (13).

El sistema rotatorio Waveone gold (Denstply
Maillefer Ballaigues, Suiza), es un sistema de
lima uanica con movimiento reciprocante,
donde el instrumento es impulsado en una
direccién de corte en sentido antihorario de
170° y luego se produce un giro en sentido
inverso de 50° con una velocidad de 350rpm;
presenta una aleacién denominada Gold, con

un tratamiento térmico posterior a su



fabricacion, en la cual se ejecuta
manualmente un calentamiento-enfriamiento,
lo cual mejora la elasticidad de la lima y le da
un aspecto dorado; Tiene una seccion
transversal de paralelograma con 2 angulos
de corte, que reduce la masa del instrumento
y proporciona espacio para liberar los detritus,
tiene una conicidad variable entre sus
instrumentos y presenta punta semiactiva (14,

15).

También surgi6 la lima XP- Endo shaper (FKG
/ Swiss endo, Suiza), es un sistema de lima
Unica con movimiento continuo, utiliza una
velocidad de 800- 1000rpm, presenta una
aleacién Max-wire, la cual le aporta dos
propiedades fundamentales: super elasticidad
y memoria de forma, esta se adapta a los
cambios segun la temperatura y toma una
forma predeterminada del conducto radicular;
este sistema también presenta una punta
activa con seis filos de corte denominada
Booster tip (BT), que permite que el
instrumento aumente constantemente su
campo de trabajo hasta lograr un tamafio ISO
30. Su forma prestablecida y su extrema
flexibilidad permite que estos instrumentos se
contraigan y se expandan dentro del propio

conducto y lleguen a éareas donde los

instrumentos convencionales no pueden
acceder, presenta un perfii de seccion
triangular, presenta una conicidad inicial de
0,01, que se expande una vez dentro del
conducto, logrando una conicidad de al menos

0,04 (16, 17).

Se han realizado estudios donde reportan la
expresion de neuropéptidos en el ligamento
periodontal de los dientes extraidos después
de la preparacion biomecanica con sistemas
de rotacion continua y sistemas reciprocante,
donde han concluido que todos los sistemas
rotatorios causan algun grado de extrusion
apical, con una mayor extrusion de detritus
con los sistemas de movimiento reciprocante
en comparacion con los sistemas de rotacién
continua. Concluyen que los resultados
podrian explicarse por la cantidad de dentina
cortada por el instrumento en un corto periodo
de tiempo con los sistemas de lima Unica, y
que la extrusion de detritus se asocia con la
periodontitis apical sintomatica post

endodontica (1).

Para este estudio las limas se escogieron en
igualdad de condiciones: limas manuales
Flexofile (Denstply Maillefer Ballaigues, Suiza)
desde lima #15 a la lima #40 con conicidad

0.2; Para el sistema rotatorio Reciproc blue



(VDW Munich, Alemania) lima #25 con
conicidad .08; para el sistema rotatorio
Waveone Gold (Denstply Maillefer Ballaigues,
Suiza) lima #25 con conicidad .07 y para el
sistema rotatorio Xp endo shaper (FKG /
Swiss endo, Suiza) lima #30 con conicidad
.01; estas fueron escogidas por las siguientes
razones: el didmetro del foramen de los
premolares, los cuales presentan un diametro
aproximado de 0.28-0.35, los cuales se
asemejan a los didmetros de estas limas;
ademas son consideradas las limas
universales de cada casa comercial (13, 15,

17, 18).

Este estudio se realiz6 in vivo en premolares
humanos con indicacion de exodoncia por
fines ortodonticos, siendo un ensayo clinico
controlado aleatorizado y estandarizado,
donde se cuantifico6 objetivamente Ila
expresion de SP y CGRP para evaluar la
inflamacion del LP, posterior a la preparacion
biomecanica por medio de los sistemas
rotatorios de limas unicas, basado en los
estandares de calidad de amstar y prisma (1,

19, 20)

Debido al nuevo disefio de estos
instrumentos, cambios de aleacién, disefio y

tipo de movimiento, el propésito de este

estudio es cuantificar los niveles de expresion
de SP y CGRP en el ligamento periodontal
humano posterior a la preparacion con los
sistemas de limas unica, Reciproc blue (VDW
Munich, Alemania), Wave one gold (Denstply
Maillefer Ballaigues, Suiza) y XP-Endo shaper
(FKG/ Swiss endo, Suiza), en premolares

inferiores humanos.

Materiales y métodos:

Esta investigacion es un estudio experimental
in vivo, realizado bajo los parametros de la
resolucion 8430 del 1993 del ministerio de
salud de Colombia, la cual establece las
normas técnicas cientificas y administrativas
para la investigacion en salud, capitulo 1, que
hace referencia a los aspectos éticos en la
investigacion en seres humanos; la cual se
sometié a la aprobacion por parte del comité
de ética de la institucion universitaria colegios

de Colombia (UNICOC).

Se obtuvo consentimiento informado escrito
de cada paciente participante en el estudio
(donantes de 18-30 afios, saludables, sin
medicar, y no fumadores), 50 muestras de
ligamento periodontal fueron obtenidas de 50
premolares inferiores, los cuales tenian

indicacion de exodoncia por razones



ortodonticas. Todos los dientes usados
estaban libres de caries y de restauraciones,
con desarrollo radicular completo determinado
tanto clinica como radiograficamente, sin
signos de enfermedad periodontal u oclusion
traumatica y sin fuerzas ortodénticas. Los
dientes tenian solo un conducto recto
(curvaturas del conducto mayores a 25° no

fueron incluidas).

Los dientes fueron igualmente divididos vy
asignados al azar en los siguientes 5 grupos:
(A) Grupo control de dientes intactos (C-), (B)
Instrumentacion manual (C+), (C)
Instrumentacion con el sistema Reciproc blue
(RB), (D) Instrumentacién con el sistema
WaneOne gold (WOG) y (E) Instrumentacion
con el sistema XP Endo shaper (XP). Todos
los dientes fueron anestesiados con bloqueo
del nervio dentario inferior, con 1.8 ml de
prilocaina al 4% sin vasoconstrictor
(Pricanest® Ropsohn Therapeutics LTDA,
Bogota, D.C, Colombia). La adecuada
anestesia pulpar fue comprobada con la

respuesta negativa al test de Vvitalidad

eléctrico.

Las limas se escogieron en igualdad de
condiciones: limas manuales Flexofile

(Denstply Maillefer Ballaigues, Suiza) desde

lima la #15 a #40 con conicidad 0.2; lima #25
para el sistema rotatorio Reciproc blue (VDW
Munich, Alemania) con conicidad 25/.08, lima
#25 para el sistema rotatorio Waveone Gold
(Denstply Maillefer Ballaigues, Suiza) con
conicidad 25/.07 y lima #30 para el sistema
rotatorio Xp endo shaper (FKG / Swiss endo,

Suiza) con conicidad 30/.01 (13, 15, 17).

Para el grupo control de premolares sanos sin
ningun tipo de preparacion, las extracciones
fueron realizadas de forma supradsea por
métodos  convencionales sin  lesiones
excesivas al ligamento periodontal después

de la aplicacién de la anestesia.

Para el resto de los grupos los dientes fueron
aislados con un dique de goma, se realizé
profilaxis con agua oxigenada 5-10 minutos
del premolar a preparar, antes de iniciar con el
procedimiento; los accesos a la cavidad se
realizaron con una pieza de mano de alta
velocidad usando una fresa Zekrya bur
(Dentsply, Tulsa, OK), La longitud de trabajo
fue establecida con la ayuda de un localizador
apical (Raypex 6 VDW, Munich, Alemania)
ajustado a 05 mm y confirmado
radiograficamente, con la ayuda de un
posicionador Endoray (Denstply Maillefer

Ballaigues, Suiza), y finalmente los conductos



radiculares fueron preparados con las
recomendaciones de cada casa comercial,
antes de la exodoncia de la siguiente manera:
El grupo de instrumentacion manual: los
conductos radiculares fueron preparados con
instrumentacién manual usando limas flexofile
con .02 de taper (Dentsply Mailler, Ballaigues,
Suiza) de lima 15 a lima 40 a la longitud de
trabajo con movimiento de limado (2, 8). El
grupo Reciproc blue: los conductos
radiculares fueron preparados usando el
sistema Reciproc blue (VDW, Munich,
Alemania) siguiendo la secuencia y
recomendaciones estrictas segun la técnica
de los fabricantes, se logro un acceso en linea
recta al conducto durante la apertura, se
realizé6 patencia con una lima #10 Kfile
(dentsply maillefer) y se determiné la longitud
de trabajo con una lima manual #10 flexofile
(dentsply maillefer) se utilizé la lima #25/.08,
seleccionada anteriormente, utilizando la lima
con movimientos de entrada y salida con
ligera presién apical combinable con cepillado
lateral en tercio cervical, medio y apical, hasta
alcanzar la longitud de trabajo, con irrigacion
con hipoclorito de sodio al 5.25% de 3ml por
tercio (13). ElI grupo WaveOne gold: Los

conductos radiculares fueron preparados

usando el sistema WaveOne gold (Dentsply
Maillefer, Balaigues, Suiza) siguiendo la
secuencia y recomendaciones estrictas segun
la técnica de los fabricantes, se logré un
acceso en linea recta durante la apertura, se
realizé patencia del conducto con lima manual
Kfile #10 (dentsply maillefer) y se realiz6 pre-
ensanchamiento, luego se determind la
longitud de trabajo con una lima manual #10
flexofile (dentsply maillefer), se utilizé lima
#25/.07, seleccionada anteriormente,
utilizando la lima con movimientos de entrada
y salida con ligera presiéon apical en tercio
cervical, medio y apical, hasta alcanzar la
longitud de trabajo, con irrigacion con
hipoclorito de sodio al 5.25% de 3ml por tercio
(15). El grupo XP- endo shaper: los conductos
radiculares fueron preparados usando el
sistema XP- endo shaper (FKG / Swiss endo,
Suiza) siguiendo la secuencia y
recomendaciones estrictas segun la técnica
de los fabricantes, se logro un acceso en linea
recta al conducto durante la apertura, se
realizé6 patencia con una lima #10 Kfile
(dentsply maillefer) y se determiné la longitud
de trabajo con una lima #10 flexofile (dentsply

maillefer) se utilizé lima #30/.01, seleccionada

anteriormente, utilizando la lima con ligeros



movimientos de entrada y salida de 3-5 veces
en tercio cervical, medio y apical, hasta
alcanzar la longitud de trabajo, con irrigacion
con hipoclorito de sodio al 5.25% de 3ml por

tercio (17).

Las preparaciones del conducto radicular
fueron realizadas por un solo operador para
evitar la variacion. Para la técnica de
preparacién manual utilizada en este estudio,
consistié de 7 limas y para el sistema Reciproc
blue, Wave One gold y XP Endo shaper, se
us6 una lima Unica. Las limas fueron usadas
una sola vez y luego descartadas, el tiempo
de preparacion no excedié los 5 minutos para
cada diente en la técnica manual y con los
sistemas de lima unica no excedié mas de un
minuto. La permeabilidad apical fue verificada
en todos los grupos con una lima K # 10
(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suiza). Los
conductos fueron irrigados con 1.5 ml de
hipoclorito de sodio al 5.25% entre cada lima
con una jeringa Monojet con una aguja 30-G
puesta 3 mm cerca de la longitud de trabajo
con la instrumentacién manual, y con los
sistemas de lima unica se irrig6 3ml de
hipoclorito de sodio al 5.25% por tercios y
estandarizar de esta manera el volumen del

irigante para todas las técnicas de
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preparacién, con un total de 9ml para cada
diente preparado. Se realiz6 la exodoncia de
los premolares, las cuales fueron realizadas
de forma supraésea por métodos
convencionales sin lesiones excesivas al

ligamento periodontal.

Después de la extraccion, una lima k # 10 fue
colocada en el conducto hasta que su punta
sobresaliera del agujero para corroborar la
permeabilidad apical y que todas las
longitudes de trabajo fueran a 0.5 mm del

foramen apical.

El tiempo de la exodoncia no excedi6 los 10
minutos. Las muestras de ligamento
periodontal fueron obtenidas de los 3 mm
apicales de la raiz con una hoja de bisturi No.
15 y puesta en un tubo de Eppendorf con
0.5ml de paraformaldehido al 4%, luego se
congelaron en hielo seco y fueron
almacenadas a -70°C hasta ser procesadas

por la prueba de radioinmunoanalisis.

Radioinmunoanalisis:

Las muestras del ligamento periodontal fueron
descongeladas gradualmente, secadas sobre
un papel absorbente con el fin de retirar el
exceso de paraformaldehido, para luego ser

pesados en balanza analitica. Las muestras



fueron colocadas dentro de tubos plasticos de
1,5 mL con 250 pL de acido acético en
presencia de inhibidores de proteasas (PMSF
1 mM, pepstatina 1 uM, aprotinina 1 pg/mL,
leupeptina 1 pg/mL y ortovanadato sédico 1
mM). Estos tubos fueron sellados con papel
parafinado, y se llevaron a ebullicion en un
bafio maria por 10 minutos, con el fin de
realizar la extraccion de los péptidos del tejido.
El tejido luego de la extraccion se centrifugo a
3000 rpm durante 20 minutos y el
sobrenadante (extracto) conteniendo los
péptidos fue transferido a otro tubo plastico de
1,5 mL. Posteriormente en tubos de ensayo de
polipropileno, 100 pyL de extracto de cada
muestra fueron utilizados en las pruebas de
competencia tanto para SP como para CGRP,
usando los kits de radioinmunoensayo
(Phoenix Pharmaceuticals, Inc. Belmont, CA,
USA: RK-015-02 CGRP (Human) y RK-061-

05 Substance P (Human, rat, Mouse).

Se realizé una primera incubacién con 100 pL
de una diluciéon 1:100 de anti- SP (o de anti-
CGRP). De la misma manera, se incubaron
simultaneamente 100 uL de SP (o de CGRP)
estandar a diferentes concentraciones (para la
construccion de la curva de calibracién) con la

misma cantidad del primer anticuerpo anti-SP
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(o de anti-CGRP). Después de la primera
incubacion (16 h), se adicionaron 100 uL de
51.SP (0 de '?l-CGRP) (8000-10000
cpm/100 uL) a todos los tubos para una
segunda incubacién de 16 h. Luego de
transcurrido este tiempo, se adicionaron 100
uL de segundo antisuero y 500 pL de solucion
amortiguadora con polietilenglicol 1%, para
separar por centrifugacién por 45 minutos a
3500 rpm las fracciones unidas de las
fracciones libres, Los sobrenadantes se
decantaron y la radioactividad de los
precipitados obtenidos en cada tubo se leyo
con un Contador Gamma (Gamma Assay LS
5500 Beckman). Se utilizé el analisis
scatchard sobre la fraccion unida para sefialar
la cantidad de SP y CGRP presente en cada

muestra (21).
Resultados:

Se analizaron los datos provenientes de 50

muestras de ligamento periodontal
clasificadas en 5 grupos de 10 muestras cada
una de la siguiente manera: Grupo A)
ligamento periodontal sano (control negativo),
grupo B) ligamento periodontal de dientes
instrumentados con técnica manual (control

positivo), grupo C) ligamento periodontal de

dientes instrumentados con Reciproc Blue,



grupo D) ligamento periodontal de dientes
instrumentados con WaveOne Gold; y grupo
E) ligamento periodontal de dientes
instrumentados con XP EndoShaper. Para
cada muestra se midi6 la expresion de SP y
CGRP expresada en pmol de neuropéptido

por mg de ligamento periodontal.

Con relacion a la expresién de SP en
ligamento periodontal, se observa que la
misma fue de 0.43110 + 0.04178 para el grupo
de ligamento sano, en tanto que la mayor
expresion de SP fue encontrada en el grupo
de instrumentacion manual la cual fue de
1.20943 + 0.11431, seguida por el grupo de
XP EndoShaper con una expresion de
0.84053 + 0.05175, el grupo de WaveOne
Gold con una expresion de 0.53132 =+
0.04974, y por el grupo de Reciproc Blue que

obtuvo una expresién de 0.52087 + 0.04039.

La figura 1 muestra graficamente el
comportamiento de la expresion de SP en
ligamento periodontal en los diferentes grupos

analizados.

Puesto que la prueba de Kruskal Wallis

demostré diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (p<0.001) se

realizaron pruebas post-hoc de comparacion
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entre grupos con la prueba U de Mann-
Whitney. Tanto el grupo de ligamento sano
como el grupo de instrumentacion manual y el
grupo XP EndoShaper, mostraron diferencias
estadisticamente significativas con todos los
demas grupos. El grupo Reciproc Blue mostré
diferencias significativas con los demas
grupos excepto con el grupo WaveOne Gold
(p=0.481). De igual forma el grupo WaveOne
Gold mostro diferencias significativas con los
demas grupos excepto con el grupo Reciproc

Blue.

Con relacién a la expresion de CGRP en
ligamento periodontal, se observa que la
misma fue de 0.01714 + 0.0024 para el grupo
de ligamento sano, en tanto que la mayor
expresion de CGRP fue encontrada en el
grupo de instrumentacién manual la cual fue
de 0.08436 + 0.007, seguida por el grupo de
XP EndoShaper con una expresion de
0.04266 + 0.004948, el grupo de WaveOne
Gold con 0.03261 + 0.00314, y por el grupo de
Reciproc Blue que obtuvo una expresion de

0.02937 + 0.003457.

La figura 2 muestra graficamente el

comportamiento de la expresion de CGRP en



ligamento periodontal en los diferentes grupos

analizados.

Puesto que la prueba de Kruskal Wallis

demostr6  diferencias  estadisticamente
significativas entre los grupos (p<0.001) se
realizaron pruebas post-hoc de comparacion
entre grupos con la prueba U de Mann-
Whitney. Tanto el grupo de ligamento sano
como el grupo de instrumentacién manual y el
grupo XP EndoShaper, mostraron diferencias
estadisticamente significativas con todos los
demas grupos (p<0.001). El grupo Reciproc
Blue mostré diferencias significativas con los
demas grupos excepto con el grupo WaveOne
Gold (p=0.075). De igual forma el grupo
WaveOne Gold mostré diferencias

significativas con los demas grupos excepto

con el grupo Reciproc Blue.
Discusion:

Actualmente una de las problematicas en la
endodoncia es la periodontitis apical
sintomatica como consecuencia de la
preparacion biomecanica, la cual genera
situaciones no deseadas como: inflamacién
del LP, dolor, disconfort del paciente y pérdida

de credibilidad en el profesional (1).
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Esta inflamacién del LP es inducida por un
fenémeno de naturaleza neurogénica, que se
produce por la liberacion de neuropéptidos
como SP y CGRP. Entre las causas que
generan esta situacioén clinica se encuentra el
trauma mecanico, el cual estd directamente
influenciado por la cinematica de cada lima en
particular y que se asocia a la extrusion de
detritos hacia los tejidos periapicales, el
trauma quimico generado por la extrusién de
irrigantes utilizados durante la preparacion y el
trauma fisico generado por la presion y calor
por friccion que causan los sistemas rotatorios

segun su disefio de lima (1, 2, 22).

Se realiz6 un estudio in vivo clinico controlado,
aleatorizado, donde se midio la expresion de
los neuropéptidos como SP y CGRP para
verificar el fenémeno inflamatorio del LP
generado por los diferentes instrumentos
utilizados como: Reciproc Blue, Waveone
Gold, XP endo shaper y limas manuales,
posterior a la preparacion biomecanica.
Obteniendo una informacién veridica y real de
la agresibn que puede generar estos

instrumentos al LP (1, 5).

Los valores de SP y CGRP se obtuvieron de
premolares humanos sanos con indicacion de

exodoncia por razones de ortodoncia. El



anestésico local utilizado en este estudio fue
prilocaina al 4% sin vasoconstrictor, para
disminuir o evitar la expresion de
neuropéptidos la cual es atenuada por
agonistas alfa-adrenérgicos, los cuales tienen
potentes efectos vasculares, que pueden
modular directamente la funcion de una clase
importante de neuronas de sefalizacién del

dolor en los tejidos periféricos (2, 8, 23, 24).

Se determiné la longitud de trabajo a 0.5mm
del apice radiografico, tomando en cuenta que
la constriccion apical se ubica generalmente
entre 0.5 — 2mm del apice radiografico. Esta
estandarizacion de la longitud disminuye los
riesgos de instrumentacion y alteracion en los
tejidos perirradiculares. Los grupos de este
estudio presentaron igualdad de condiciones,
controlando cada una de las variables que

puede alterar los resultados (25, 26).

De igual forma se decidié estandarizar los
tiempos de trabajo, para reducir las variables
que pudieron presentarse entre un sistema y
otro. Para el grupo experimental positivo el
tiempo de trabajo no excedié los 5 minutos de
preparacion biomecanica, mientras que para
los grupos experimentales de los sistemas
rotatorios de lima Unica, el tiempo de trabajo

no excedid mas de 1 minuto de preparacion
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biomecanica, esto es debido a que se afirma
que el fenémeno inflamatorio es directamente
proporcional al tiempo y a la intensidad del

daio tisular (2, 8).

También se estandarizé el tiempo de
exodoncia que no excedié los 10 minutos,
debido a que la liberacion de SP y CGRP es
inmediata, y este periodo de tiempo parece
ser suficiente para permitr que el
neuropéptido sea liberado de las fibras
terminales antes de ser degradada por
peptidasas endogenas. Otros estudios han
reportado sobre los mecanismos para el
aumento de SP y CGRP extracelular,
incluyendo: aumento de la sintesis de los
neuropéptidos en el ganglio del trigémino; un
aumento en la frecuencia del transporte; un
aumento de la liberacién; y disminucién de los
niveles de las peptidasas, que da lugar a una
disminucion de la degradacion de los
neuropéptidos. La evidencia mas reciente ha
demostrado que las transcripciones del ARNm
son transportados a las terminales periféricas,
lo que sugiere que la sintesis de
neuropéptidos puede ocurrir directamente en

las terminales periféricas (2, 4, 8, 27).

La obtencion de las muestras del ligamento

periodontal fue de los ultimos 3 mm del apice



de la raiz de cada premolar, ya que en este
tercio existen variaciones anatémicas, como
foramenes, conductos accesorios, conductos
secundarios, aparte de su foramen principal

2, 8, 27).

Se catalogé como grupo control negativo,
premolares humanos sanos con indicacion de
exodoncia por fines ortodonticos, aquellos que
no recibieron preparaciéon biomecanica. Este
grupo fue utilizado para determinar la
concentracion de los niveles basales, siendo
de 0.43110 £ 0.04178 pmol/mg para SP y
0.01714 + 0.0024 pmol/mg para CGRP. Estos
niveles basales describen los valores
fisiologicos y la funcién hemostatica que
tienen estos neuropéptidos en el LP, los
cuales tienen la funciéon de mantener y regular
la hemostasia y el flujo sanguineo en los
tejidos periapicales. Las exodoncias fueron
realizadas de forma supradsea por métodos
convencionales sin lesiones excesivas al
ligamento periodontal después de la

aplicacién de la anestesia (5).

Se catalogé como grupo control positivo
premolares que se sometieron a preparacion
biomecanica con limas manuales, donde se

ha reportado que esta técnica genera una
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mayor presion mecanica y quimica, por lo
tanto se esper6 que este grupo pudiera
generar una mayor expresion de
neuropéptidos. Los resultados de este grupo
control incrementé significativamente la
expresion de SP 1.20943 + 0.11431 pmol/mg
y CGRP 0.08436 + 0.007 pmol / mg, en
comparacion con los grupos experimentales,
XP endo shaper que presenté una expresion
de 0.84053 +0.05175 pmol/mg para SP y con
una expresion de 0.04266 + 0.004948
pmol/mg para CGRP; también con el grupo
Waveone gold con una expresion de 0.53132
+ 0.04974 pmol/mg para SP y con una
expresion de 0.03261 + 0.00314 pmol/mg para
CGRP, y con el grupo Reciproc blue con una
expresion de 0.52087 + 0.04039 pmol/mg para
SP y con una expresion 0.02937 + 0.003457
pmol/mg para CGRP; esto puede ser
explicado por la aleacién de dichas limas de
acero inoxidable y su perfil de seccion
cuadrangular o triangular, que hace que estan
sean mas rigidas y menos flexibles, también
por su angulo helicoidal de 40° el cual
provoca una disminucién en la capacidad de
eliminar los desechos hacia cervical y un
aumento de estos entre las estrias del

instrumento, ademdas puede deberse al



nimero de limas utilizadas y la presion
ejercida durante el movimiento de traccién y
pulsién, que puede generar la extrusion de
detritus e irrigantes hacia el area periapical (8,

28).

La expresion de SP y CGRP entre el grupo
control positivo y grupo control negativo,
evidencia una diferencia en sus resultados, ya
que, el disefio de estudio tiene un poder de

muestra del 100% (29).

Las tendencias similares en el
comportamiento de la expresion de los
neuropéptidos en cada uno de los grupos, es
muy importante porque avala el rigor del
disefio experimental y genera suficiente
confiabilidad en los resultados obtenidos, ya
que, estos neuropéptidos tienen el mismo
origen somato sensorial en el ganglio de
gasser, y ademas acttan por el mismo
mecanismo mediado por receptores para
gobernar el sistema vascular e inmune, donde
potencializan sus efectos el uno al otro; por lo

tanto el comportamiento de la expresién de los

neuropéptidos debe ser similar (1, 2, 4, 5).

Los resultados en la expresion de SP y CGRP
entre los grupos experimentales Waveone

gold y Reciproc Blue, demostraron que no
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hubo diferencias significativas, teniendo una
mejor tendencia el sistema Reciproc blue.
Estos resultados se deben a que el perfil de
seccion de ambos sistemas rotatorios les
permite desalojar los desechos hacia coronal,
sus puntas son semiactivas y no cortante,
ademas de sus masas que generan estrias
profundas, sus conicidades de .07 para
Waveone gold y .08 para Reciproc blue, y sus
aleaciones les permite ser mas flexibles y
generar menor inflamacién al periapice.
Independientemente de los angulos de giro
utilizados en este estudio siendo 150° / 30°
para Reciproc blue y 170° / 50° para el
Waveone gold, el disefio del instrumento es el
que marca la tendencia en la expresion de las
sustancias pro inflamatorias como SP y CGRP

(13, 14, 15).

Comparando los resultados de este estudio
con otros estudios realizados anteriormente
con la misma metodologia,
independientemente que se utilizaron limas de
calibres diferentes, el disefio de ambos
instrumentos es similar y el estudio fue
realizado bajo un mismo disefio experimental,
lo cual permite realizar la comparacién

objetivamente, en esta se comprueba que

Waveone gold expresé menos liberacion de



SP y CGRP que el Waveone, debido a que
presento cambios significativos en sus
caracteristicas, modificando su conicidad la
cual fue sustituida de .08 a conicidad .07,
también se modific6 su perfil de seccién
triangular convexo cerca de la punta y
triangular céncavo cerca a la base del
instrumento, y fue sustituido por un perfil de
seccion en forma de paralelogramo, con dos
angulos de corte, esto permitié reducir la
masa del instrumento, razén por la cual es
mas flexible y genera menos presion a nivel
del apice durante la preparacién biomecanica,
esto también puede ser producto del cambio
de la aleacion la cual se ejecuta manualmente
un calentamiento- enfriamiento, lo que mejora
la elasticidad; ademas de esto se modificé su
angulo de inclinacién de positivo a negativo,
siendo una punta de transicién suave, también
presento cambios en el angulo helicoidal con
estrias mas profundas, favoreciendo asi la
extrusion de irritantes hacia coronal (2, 14, 15,

30, 31).

Por otro lado en estudios similares de
Reciproc  blue y Reciproc, donde
independientemente se. utilizaron limas de
calibres diferentes, el disefio de ambos

instrumentos es similar, y el estudio fue
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realizado bajo un mismo disefio experimental,
lo cual permite realizar la comparacion
objetivamente, en esta el sistema rotatorio
Reciproc blue generd un leve aumento en la
expresion de SP y CGRP comparandolo con
el sistema rotatorio Reciproc, estas presentan
idénticos angulos de giro de 150° / 30°, la
misma secciéon transversal en forma S,
movimiento reciprocante y las mismas
velocidades de 300rpm; sin embargo esta
diferencia en los resultados puede deberse a
la flexibilidad del Reciproc blue que le confiere
el cambio de aleacion por un tratamiento de
calentamiento- enfriamiento denominado Blue
NiTi (1, 2, 12, 13, 30), lo cual genera mayor
presion por parte del clinico para elevar la
eficacia de corte de la lima y por esto puede
aumentar los niveles de SP y CGRP. También
presenta un angulo de inclinacion negativo,
que puede generar mayor extrusion de
detritus al periapice, aumentando la liberaciéon

de neuropéptidos (13).

Finalmente el sistema rotatorio XP endo
shaper gener6 mayor expresion de SP y
CGRP que los sistemas rotatorios Waveone
Gold y Reciproc blue, a pesar de tener un
movimiento continuo, el cual genera una

menor agresion, este sistema presenta una



velocidad de 800rpm y un torque de 1 NW, lo
que produce una mayor extrusion de detritus
y agresion al tejido  perirradicular
comparandolo con Waveone gold que

presenta una velocidad de 350 rpm y Reciproc

blue una velocidad de 300 rpm (16, 30).

Este sistema rotatorio presenta una aleacion
exclusiva denominada Max-wire, que toma
una forma predeterminada dentro del
conducto radicular a temperatura corporal de
35°C (16, 32), esta caracteristica no puede ser
controlada por el operador y ese cambio
dimensional puede generar agresion en el LP

y ser causante de la expresion de SP y CGRP.

Ademas el sistema rotatorio XP endo shaper
presenta 6 filos de cortes en la punta
denominado BT que permite que el
instrumento comience a dar forma y aumente
constantemente su campo de trabajo de una
lima ISO 15 a una lima ISO 30, generando
mayor agresion al periapice. También tiene la
capacidad de aumentar su conicidad de 0.01
y de expandirse hasta llegar a conicidad 0.04,
este proceso puede generar mayor estrés
sobre el tejido perirradicular generando mayor

expresion de neuropéptidos (33).
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El sistema rotatorio XP endo shaper presenta
un perfil de seccion triangular siendo de menor
masa en comparacion con el sistema
Waveone gold que presenta un perfil de
seccion en forma de paralelograma, pero de
mayor masa comparandolo con el sistema
Reciproc blue que presenta un perfil de
seccion en forma de S, esta caracteristica del
XP endo shaper, genera menor espacio,
presentando un nucleo mas pequefo, Yy
disminuyendo asi los irritantes y/o detritus que
se pueden crear; (17) pero a pesar de esto, el
cambio dimensional del instrumento puede
generar mayor irritacion al LP y mayor

expresion de SP y CGRP (12, 14).

Por otro lado el movimiento de serpenteo de
este instrumento con una rotacién continua a
alta velocidad de 800rpm, provoca
turbulencias que permite que el irrigante
llegue a zonas inasequibles y también permite
la eliminacién de detritus (16, 17, 33, 34); esto
puede ocasionar un dificil control en la
longitud de trabajo y por ende en la extrusion
de irritantes hacia el periapice, lo que no
puede ser controlado por el operador,
produciendo mayor liberaciéon de SP y CGRP
por friccién mecanica y quimica en el conducto

radicular. Sin embargo otros estudios



realizados con Micro CT han reportado que la
expansion del instrumento en direccién apical
no fue evidente, demostrando que hubo pocas
o ningunas areas de desechos
empaquetados, pero no confirmaron la

capacidad de extrusién que puede tener esta

lima (33).

Al comparar los resultados de XP endo shaper
con estudios anteriores del sistema rotatorio
Race, donde se realizdé un disefio
experimental en igualdad de condiciones para
medir la expresion de SP y CGRP, se
comprobd que el sistema XP endo shaper
expreso menos liberacion de neuropéptidos
que el sistema rotatorio RaCe, a pesar de
presentar el mismo perfil de seccién en forma
triangular, la misma rotacién continua y una
velocidad y un torque similar. Sin embargo el
XP endo shaper es un sistema rotatorio de
lima dnica, mientras que el sistema rotatorio
Race presenta una secuencia de 6 limas, lo
que puede inducir mayor presiéon a nivel
apical y generar mayor expresion de SP vy

CGRP (8, 35).
Conclusiones

Se puede concluir que todos los sistemas

rotatorios evaluados en este estudio generan
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expresion de neuropéptidos, donde el XP
endo shaper a pesar de ser un sistema de
rotacién continua genero mayor expresion que
los sistemas reciprocantes como Waveone

gold y Reciproc blue.
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