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Metodologias complementarias
para la evaluacion de dientes
tratados endodonticamente
restaurados con pernos
prefabricados: revision
narrativa de la literatura

Complementary methodologies’ evaluation
of endodontically treated teeth restored
with precast posts. A literature review

Resumen

La restauracién de dientes tratados endodénticamente (RDTE) es una temdtica en
constante estudio, con la finalidad de que se obtengan protocolos clinicos seguros, que
puedan mejorar la longevidad de los tratamientos. En los dltimos afios es creciente la
busqueda por metodologias complementarias a la resistencia de unién, para la evaluacién
de las RDTE. No obstante, es importante conocer las ventajas y desventajas de cada uno
de los métodos complementarios mds empleados para evaluar las RDTEs, permitiendo
ampliar los conocimientos obtenidos en una investigacién. El objetivo de este estudio
fue presentar los diferentes métodos utilizados como complementarios a las pruebas de
resistencia de la unién y resistencia a la fractura tras una revisién narrativa de la literatura.
Se realizé una busqueda en las bases de datos electronicas PUBMED, BBO (Biblioteca
Dental Brasilena), LILACS (Literatura de Salud de América Latina y el Caribe), SCiELO
y Medline, utilizando las palabras clave “dientes tratados endoddnticamente” y “perno
prefabricado”, de 1990 hasta el 2020. De los 360 articulos se excluyeron 295 que no pre-
sentaban informacién relevante para nuestra investigacién, donde las metodologfas com-
prendieron pruebas microbiolégicas, moleculares, bioldgicas, metodologfas de imagen
y métodos de andlisis de superficies. Al final de la seleccién de articulos, se enumeraron
las técnicas utilizadas en cada estudio y, a partir de ahi, se realizé una nueva busqueda
bibliografica, con el objetivo de revisar las técnicas y sus potenciales usos, ventajas y
desventajas. Se concluye que las técnicas presentadas son valiosas para incrementar los
resultados obtenidos con las pruebas mecénicas en la evaluacién de la RDTE con pernos

prefabricados.

Palabras clave: Endodoncia; Restauracién dental permanente; Prétesis dental (fuente:

DeCS BIREME).

Abstract

The restoration of endodontically treated teeth (RETT) is a subject in constant study, in
order to obtain safe clinical protocols that can improve treatments longevity. In recent
years, the search for complementary methodologies to bond-strength proves has been
growing for evaluating RETTE, being important to know the most used complemen-
tary methods’ advantages and disadvantages to evaluate this. The aim of this study is to
present a literature review on complementary methods to bond strength and the fracture
strength tests. The articles search was done in databases: PUBMED, BBO (Brazilian
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Dental Library), LILACS (Health Literature of Latin America and the Caribbean), SciE-
LO and Medline, using the keywords “endodontically treated teeth” and “prefabricated
post” from 1990 to 2020. Out of 360 articles 295 were excluded because they did not
present relevant information for this research, since the methodologies included micro-
biological, molecular, biological tests, imaging methodologies, and surface analysis me-
thods. The techniques used in each selected article were listed, and starting from them, a
new bibliographic search was carried out, with the aim of reviewing the techniques and

their potential uses, advantages and disadvantages. It was concluded that the presented

techniques were valuable to increase the obtained results with the mechanical proves in

RETT evaluation with prefabricated posts.

Keywords: Endodontics; Dental restoration permanent; Dental prosthesis (source:

MeSH NLM).

Introduccion

Los dientes tratados endoddénticamente pueden presen-
tarse comprometidos por caries, fracturas, pérdida del
esmalte. El tratamiento endodéntico también puede
comprometer las propiedades mecdnicas, quimicas y
fisicas de estos dientes, dificultando su restauracién .
Frecuentemente se requiere de un perno para retener la
restauracion coronal, siendo los pernos prefabricados de
fibra de vidrio, los mds ventajosos en condiciones donde
el remanente coronal favorece la manutencién del efec-
to férula. Ademds, estos pernos tienen un moédulo de
elasticidad similar al de la dentina, resultando en dis-
tribucién uniforme de cargas oclusales en los dientes, a
través de la raiz 3.

Los esfuerzos para comprender la relacién entre la técni-
ca y el material utilizado para la restauracion de dientes
tratados endodénticamente (RDTE), a menudo se eva-
ltan mediante pruebas de resistencia de la unién. Estas
pruebas se pueden clasificar en macro o micropruebas
segiin el tamano del drea de adhesién, ademds de clasi-
ficarse como estdticas o dindmicas. Las pruebas de resis-
tencia de la unién, que se utilizan con mds frecuencia
para evaluar la retencién de pernos en el conducto ra-
dicular, son las técnicas de push-out, microtraccién y
pull-out “*.

Se han sugerido varios protocolos clinicos para la
RDTE. La descontaminacién de la dentina radicular es
un paso clinico importante previo a la cementacién de
los pernos prefabricados, con el fin de promover la asep-
sia del conducto y al mismo tiempo favorecer el proceso
de adhesién 7%, En este sentido, se evalda la capacidad
de una sustancia en promover la descontaminacion, eli-
minacién de smear-layer y, en consecuencia, exponer
los tabulos dentinarios. Ademds, se evalian nuevos sis-
temas y técnicas de adhesién tanto en los aspectos de
la unién entre las interfaces, como en las interacciones
con diferentes superficies. La influencia de los procedi-
mientos de descontaminacién y las técnicas adhesivas en
su interfaz se evalia mediante pruebas de resistencia de
unién >0,

Actualmente se emplean varias metodologias comple-
mentarias para correlacionar la efectividad de protoco-
los clinicos, utilizados previamente a la cementacién de

154

los pernos prefabricados. Varias técnicas de irrigacion y
protocolos adhesivos son estudiadas mediante metodo-
logias que evaltan la deteccién y viabilidad de microor-
ganismos '"'%, degradacién del coldgeno y caracteriza-
cién dptica y fisico-quimica de la superficie '*'. Este
trabajo tuvo como objetivo describir, tras una revision
narrativa, las técnicas complementarias utilizadas para
la evaluacién de RDTE, enfocando los andlisis micro-
biolégicos, moleculares, biolégicos, microscépicos, de
imagen y superficie, a través de la discusién de estudios
in vitro donde fueron utilizadas.

Revision narrativa de la literatura actual

Este estudio buscé analizar diferentes metodologias que
se pueden aplicar en investigaciones iz vitro que involu-
cran dientes tratados endodénticamente, que luego se-
rdn restaurados. La estrategia de bisqueda fue dividida
en dos momentos: en un primer momento fue realizada
una bisqueda en las bases de datos electrénicas PUB-
MED, BBO (Biblioteca Dental Brasilena), LILACS (Li-
teratura de Salud de América Latina y el Caribe), SciE-
LO y Medline, con las palabras clave “dientes tratados
endodénticamente” y “perno prefabricado”, donde fue-
ron observadas las metodologias utilizadas para evaluar
dientes tratados endoddénticamente. La busqueda fue ba-
sada en articulos publicados en el periodo de 1990 hasta
2020. Se encontrd 360 articulos, de los cuales se exclu-
yeron 295 que no presentaban informacién relevante
para la investigacion. Fueron incluidos los estudios que
presentaban la utilizacién de técnicas complementarias
para la evaluacién de RDTE, comprendiendo pruebas
microbioldgicas, moleculares, biolégicas, metodologias
de imagen y métodos de andlisis fisico-quimico de su-
perficies. Estudios que utilizaban apenas metodologias
mecdnicas y de resistencia adhesiva fueron excluidos. En
el segundo momento, fue hecha una nueva investiga-
cién en las bases de datos, con el objetivo de revisar las
técnicas y sus potenciales usos, ventajas y desventajas.

Estudios microbiolégicos

Cultivo de microorganismos. Los métodos de culti-
vo de microorganismos son los més utilizados para la
evaluacién microbiolégica. El método consiste en re-
colectar los microorganismos del interior del conducto
radicular, un procedimiento conocido como muestreo.
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Habitualmente, se utilizan limas endoddnticas y reco-
gida de material microbiolégico con conos de papel
absorbente "°. Sin embargo, la técnica presentada tiene
la limitacién de no llegar a regiones de dificil acceso,
como los canales accesorios, asi como no distinguir
microorganismos por tercios de la raiz . La muestra
obtenida se somete luego a cultivo, involucrando una
serie de disoluciones, de manera que el contenido mi-
crobiano se siembra en placas que contienen medios de
cultivo (por ejemplo, agar) en proporciones similares.
Después de la incubacién, se produce la formacién de
colonias visibles y, mediante el recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC), se obtienen datos rela-
cionados con el muestreo. El recuento de UFC se puede
realizar manualmente o utilizando un software asociado
con microscopios. Dentro de sus limitaciones, se repor-
ta el tiempo para obtener los resultados, la necesidad
de medios de cultivo, una estricta atencién a las condi-
ciones de incubacién, que en ocasiones imposibilitan la
incubacién de algunos microorganismos, como los mi-
croorganismos anaerobios '7'®. Se debe tener en cuenta
que un canal que no tiene UFC no es necesariamente
un canal estéril .

Estudios moleculares

Técnicas de amplificacion. Reaccién en cadena de la
polimerasa (Polymerase Chain Reaction) — PCR/ PCR en
tiempo real

Este método evalta indirectamente el nimero total de
células, midiendo en tiempo real la amplificacién de un
fragmento de ADN durante la reaccién en cadena de
la polimerasa. La sensibilidad de la técnica de PCR se
debe a la capacidad de una sola molécula de ADN para,
tedricamente, funcionar como molde para la amplifica-
cién. De esta forma, un gen ubicado en el genoma como
una Unica réplica puede ser amplificado a partir de un
ADN genémico complejo, lo que permite la visualiza-
cién como una banda discreta, formada por moléculas
de ADN, mediante electroforesis en gel de agarosa. La
técnica de PCR se puede subdividir en tres etapas: des-
naturalizacion térmica del ADN molde; Anillamiento
de oligonucleétidos sintéticos, que inician la reaccién
de polimerizacién, en cada una de las hebras del ADN
molde; y de cada cebador especifico, se polimerizan nue-
vas cadenas de ADN utilizando sustratos de la reaccién
de polimerizacién . El PCR convencional presenta
como desventaja el elevado riesgo de contaminacién en
el manoseo de los productos amplificados, por ejemplo,
en una segunda reaccién PCR *.

Actualmente se ha difundido el uso de la técnica de PCR
en tiempo real, una reaccién que permite la amplifica-
cién y deteccién del fragmento simultineamente, sin la
necesidad de manipulacién de los productos amplifica-
dos. Asi, la técnica combina la tecnologia de amplifica-
cién por PCR con la deteccién del producto en tiempo
real, a través del uso de tintes fluorescentes en mismo
tubo de reaccién **?'. La técnica de PCR en tiempo real
requiere un termociclador capaz de capturar la fluores-
cencia y un ordenador con un software especifico que
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analiza los datos. El software disponible de varios fabri-
cantes presenta diferencias en relacién a la capacidad de
la muestra, el método de excitacién y la sensibilidad to-
tal. También existen diferencias entre el procesamiento
de datos. La emisién de fluorescencia genera una sefal
que aumenta en proporcién directa a la cantidad de pro-
ductos de PCR. Los datos de fluorescencia se registran
durante cada ciclo y describen la cantidad de producto
amplificado . Aunque esta técnica sea mds especifica
que el PCR convencional, el tiempo que se lleva para la
obtencidn de resultados, la incapacidad de determinar el
tamano del producto y la incompatibilidad de algunos
sistemas fluorogénicos, todavia son desventajas de esta
técnica 4%,

Las técnicas de PCR convencional y en tiempo real per-
mitieron un avance en el diagndstico de agentes infec-
ciosos, tras la identificacién de microorganismos, genes
de virulencia o resistencia. En microbiologfa, en compa-
racién con los métodos de cultivo, los métodos molecu-
lares tienen la ventaja de detectar microorganismos mds
complejos que son dificiles de detectar en los métodos
de cultivo convencionales, como las bacterias anaerobias
Gram negativas. Estas técnicas son consideradas répi-
das, sensibles y especificas, pero es necesario un estricto
cumplimiento de los métodos involucrados durante su
procesamiento %,

Técnicas de Digestion Enzimatica
Electroforesis. PFGE (Pulsed Fiel Gel Eletrophoresis)

es la sigla utilizada para apuntar cualquier técnica de
electroforesis, donde se separan grandes fragmentos del
ADN por medio de su reorientacién en gel, a través de
la accién de campos eléctricos alternados. Esta técnica
es reconocida como el “Gold Standar” para la identifica-
cién de bacterias, hongos y protozoos. Durante la elec-
troforesis las moléculas del ADN se posicionan en para-
lelo al campo eléctrico, asi la dificultad de transposicién
de la matriz de agarosa en direccién al polo positivo es
inversamente proporcional a el tamafio de cada molécu-
la. En la prictica, el gel de agarosa de 0,8% es apropiado
para la separacién de fragmentos de 0,5 hasta 20-30 kb
7728 Las moléculas del ADN son mayores que 50 kb lo
que dificultaba la técnica. La solucién fue la utilizacién
de una técnica de electroforesis de campo pulsante, que
permitié que las moléculas se reorientasen con mayor
facilidad independiente de la concentracién del gel .

A pesar de ser empleada como una valerosa técnica
diagnostica, hay limitaciones en la técnica que pueden
influenciar en la resolucién como, composiciéon y con-
centracién del gel de agarosa, solucién tampén, tension
eléctrica (voltaje), tiempo del pulso y tiempo de carrera
electroforética. Otros factores, como el grado de unifor-
midad, la fuerza relativa de los campos eléctricos, tem-
peratura y la integridad de la molécula, pueden influen-
ciar en los resultados de la técnica *°.

Técnicas de secuenciacion

Secuenciacién del gen 16S ARNT. El gen del ARN ribo-
sémico 168 es altamente conservable y puede usarse en la
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formacién de drboles filogenéticos o relaciones genéticas
3132 Este descubrimiento combinado con la técnica de
PCR permitié el andlisis de biopeliculas a nivel genético.
El ARN 16S estd presente en casi todas las especies bac-
terianas, pero con secuencias Unicas, lo que permite la
discriminacién entre especies **. Los métodos de ampli-
ficacién como la secuenciacién del ARNr 16s constitu-
yeron un avance en la microbiologfa diagnéstica, ya que
eliminaron la necesidad de técnicas basadas en el cultivo
de microorganismos, permitiendo asi la identificacién de
especies de dificil cultivo. Comparando la secuencia de
ARNIr 16S derivada de la muestra con bases de datos de
especies conocidas, es posible realizar la identificacién de
microorganismos **. Una limitacién de este método es
la baja especificidad para distinguir, por ejemplo, bacte-
rias a nivel de especie, ya que diferentes especies pueden
compartir la misma secuencia de ARNr 168, o las dife-
rencias genémicas pueden ser muy pequenas (menos del
0,5%). A pesar de ello, esta técnica permitié ampliar la
informacién sobre las biopeliculas dentales *°.

Técnicas de secuenciacion basadas en PCR

Electroforesis en gel con gradiente de desnatu-
ralizacién. La electroforesis en gel con gradiente de
desnaturalizacion (en inglés - Denaturing gradient gel
electrophoresis - DGGE) es una técnica basada en PCR
y electroforesis, utilizada para el andlisis de microor-
ganismos. Varios genes marcadores, incluido el ARNr
16S, se amplifican mediante PCR y luego se analizan
en un gel desnaturalizante. De esta forma se obtiene un
padrén de bandas basado en las caracteristicas de des-
naturalizacién determinadas por la composicion de la
secuencia de ADN amplificada. Cada banda observada
en el gel DGGE representa una poblacién bacteriana
detectada dentro de una comunidad 3°. Por lo tanto,
la técnica DGGE puede diagnosticar la complejidad y
diversidad de una muestra de biopelicula, permitiendo
también la escisién y secuenciacién de bandas indivi-
duales para permitir la identificacién de especies *7.
Sin embargo, las diferencias de secuencia superiores a
1 par de bases pueden no separarse en el gel desnatu-
ralizante debido a similitudes en los nucleétidos, que
pueden generar caracteristicas desnaturalizantes simi-
lares para dos secuencias diferentes. Para evitar esta li-
mitacién, es importante que se realicen la escisién y la
secuenciacién para confirmar la presencia de especies
en una banda individual *>%°.

Técnicas de hibridacion

DNA Checkerboard. La técnica de hibridacién
DNA-Checkerboard tiene la ventaja de detectar varias
especies bacterianas en la misma muestra. Puede ser
considerada rdpida, sensible y econémica, superando el
cultivo de microorganismos en varios aspectos, como la
pérdida de viabilidad durante el transporte, el problema
de enumerar y especificar microorganismos que son di-
ficiles de cultivar (o incluso no cultivables). Otra ventaja
es que se puede utilizar toda la muestra sin dilucién ni
amplificacién (teniendo en cuenta el tamafio total de
la muestra), superando los problemas de cuantificacién
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impuestos por la dilucién en serie o por los procedi-
mientos de amplificacién por PCR. Esta técnica obtiene
datos cuantitativos que son importantes en investigacio-
nes relacionadas con la infeccién microbiana donde se
propone reducir la expresién de microorganismos, sin
embargo a pesar de su precisién no permite evaluar la

viabilidad de estos microorganismos .

Estudios biolégicos

Zimografia. Las metaloproteinasas de la matriz (MMP)
son endopeptidasas dependientes de Ca?* estructural y
funcionalmente y endopeptidasas que contienen Zn**
que degradan la matriz extracelular (MEC) y las pro-
teinas del tejido conectivo “*2. La deteccién de MMP
se puede realizar mediante varias técnicas, siendo la zi-
mografia la mds utilizada, ya que identifica las MMP
a través de su degradacién y peso molecular, determi-
nando su actividad o latencia, utilizindose utilizado
como herramienta para evaluar técnicas y condiciones
patoldgicas “. La técnica de zimografia es basada en
la separacién de proteinas por electroforesis en gel de
poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio sin reduccién
(SDS — PAGE) “. El gel especial de poliacrilamida se
produce induciendo la polimerizacién de acrilamida en
presencia del sustrato especifico de las MMP de interés.
Después de la separacion por electroforesis y una etapa
de “renaturalizacién”, el gel se incuba a 37°C en Ca® y
Zn* que contienen tampdn optimizado para medir la
actividad de MMP en relacién con el sustrato especifico
. Si se realiza con cuidado y se analiza con precisién,
la zimografia puede ser una técnica muy valerosa para
medir la actividad de MMP en varios sistemas biolégi-

cos, como plasma, células, medio de cultivo y extractos
de tejido 4.

Aunque la zimografia puede ser un ensayo sensible
y cuantificable para analizar la actividad de las MMD,
los problemas relacionados con la naturaleza, el origen
y la preparacién de las muestras, el sustrato en el gel
y la distincién entre las formas inactiva y activa de las
MMP, pueden comprometer la validez de la técnica y
complicar la interpretacién de los resultados. Para obte-
ner zimogramas consistentes y confiables, es importante
prestar atencion a todos los diferentes pasos, incluso la
preparacién del gel, preparacién de la muestra, ejecu-
cién y desarrollo de geles y andlisis de zimogramas */.

Andlisis colorimétrico. El andlisis colorimétrico eva-
lda la capacidad de absorcién de luz de los solutos en
longitudes de onda especificas. La medicién de la luz
absorbida afecta la concentracién de soluto en una
muestra determinada. Su indicacién es para determi-
nar la concentracién de soluciones coloreadas de forma
natural o que adquieren color después de las reaccio-
nes. De esta forma, la concentracién de las soluciones
se puede determinar absorbiendo luz a una longitud
de onda determinada. Para esta técnica se utiliza un
espectrofotémetro, donde los rayos de luz emitidos se
alinean en un colimador, capaz de emitir un haz lineal,
puesto que a través del monocromador se interpreta
la longitud de onda que afecta a la solucién “-°. El
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andlisis cuantitativo se realiza mediante la ley de Lam-
bert-Beer, que establece que la disminucién de la in-
tensidad de un haz de luz monocromdtico en funcién
del espesor del medio absorbente es proporcional a la
intensidad del haz incidente. Por lo tanto, esta metodo-
logia puede considerarse practica, sensible y eficaz para
evaluar la actividad gelatinolitica en suero, sobrena-
dantes, productos de lisis celular, entre otras muestras.
Se considera mds rdpida que el zimograma tradicional,
lo que permite el anilisis de bibliotecas quimicas de
inhibidores de gelatinasa. La técnica también es capaz
de detectar la actividad de MMP-2 a concentraciones
reducidas °!.

Técnicas microscopicas

Microscopia confocal. Los microscopios confocales son
uno de los instrumentos mds versitiles en microscopia
biolégica, y ofrecen una modesta ventaja en resolucion
sobre los microscopios de campo amplio normales, pero
su principal ventaja es la capacidad de generar imdgenes
de alto contraste *>*°. En un microscopio de campo am-
plio, las imdgenes adquiridas son una superposicién de
caracteristicas nitidas del plano focal. Una sola imagen
confocal puede ser suficiente para cuantificar todo el es-
pesor de la muestra, lo que permite obtener una serie
de imdgenes confocales, produciendo datos 2D o 3D, lo
que permite la reconstruccién y cuantificacién de todo
el volumen de la muestra . Cuando se realiza en dife-
rentes planos, como una tomografia, combinada con un
programa informdtico asociado al microscopio, se genera
una imagen de alta definicién **. La microscopia se puede
realizar de diferentes formas, como la microscopia confo-
cal de fluorescencia fluorescente, mediante barrido me-
diante fibra 6ptica, requiriendo preparaciones especificas
para cada modalidad ». Aunque este método permite la
inspeccién de componentes marcados con fluorescencia,
su limitacién es que no es posible obtener imdgenes de
alta resolucién de caracteristicas ultraestructurales *.

Microscopia electrénica de barrido. La microscopia
electrénica de barrido (MEB) es una herramienta versatil
y ripida para la generacién de imdgenes, andlisis de com-
posicion, andlisis de orientacién e identificacién de fase
del material. La MEB se puede utilizar en muestras or-
gdnicas e inorgdnicas con una amplia gama de tamanos,
desde nanoparticulas hasta las mds grandes. Los avances
recientes en 6ptica electrénica y la deteccién de electro-
nes de senales han mejorado enormemente la utilizacion
de la MEB. Sin embargo, existen diferencias significati-
vas en funcionalidad y rendimiento entre microscopios
para MEB *7. El principio de funcionamiento de un
microscopio electrénico de barrido es el uso de electro-
nes de pequeno didmetro que escanean la superficie de
la muestra para transmitir las senales del detector a una
pantalla de cdtodo. La senal de imagen es el resultado
de la interaccién del haz incidente con la superficie de
la muestra, que es recolectada por detectores adecuados
y convertida en una sefal de video **. La técnica tiene
como ventaja el agrandamiento y alta resolucién de im4-
genes, teniendo una definicién de 0,2 nanémetros, lo
que representa una imagen 1000x mds detallada que las

Odontol. Sanmarquina 2021; 24(2)

técnicas de fotomicroscopia. Sin embargo, tiene algunas
desventajas, como la imposibilidad de analizar especi-
menes vivos, imdgenes en blanco y negro, la presencia
de artefactos en la preparacién de muestras y los costos
involucrados en el procesamiento de muestras y en el
mantenimiento del equipo *’.

Microscopia electrénica de transmisién. La microsco-
pia electrénica de transmisién (MET) es una técnica que
permite visualizar materiales a través de su morfologia,
composicién quimica y cristalogréfica °°'. Las medicio-
nes de energfa se obtienen generalmente en condiciones
de alto vacio en angstroms y electronvoltios. Ademis, la
técnica permite la visualizacién de procesos dindmicos
cuando la muestra es sometida a un estimulo (MET in
situ) 2. De esta forma es posible analizar fenémenos en
tiempo real en formato de video, evaluando interaccio-
nes entre sélidos, liquidos y gases a nanoescala, correla-
cionando con las propiedades y aplicacién de materia-
les . La técnica tiene algunas limitaciones debido a las
inestabilidades térmicas y mecdnicas de la muestra, lo
que puede afectar la resolucién de la imagen, sumado
al hecho de que las muestras son dificiles de preparar
debido a su espesor muy delgado .

Perfilometria éptica. Consiste en aplicar una fuente
de luz sobre la muestra analizada. Para las medidas se
utiliza un perfilémetro de superficie, que digitaliza las
muestras con un rayo ldser o una punta de contacto, con
un didmetro de 2 a 20 pm ©. A través de la digitaliza-
cién se puede generar un mapa completo de la muestra
y se puede observar irregularidades de la superficie a es-
cala nanométrica en el rango de aproximadamente 10
nm. Esta técnica es muy atil para medir la rugosidad
de materiales y se aplica ampliamente a la investigacion
dental **%’. Sin embargo, presenta una limitacién para
la evaluacion de superficies mojadas. La técnica, cuando
realizada con el rayo ldser, tiene resultados mucho me-
jores que con la punta, que estd sujeta a la formacién de
artefactos .

Técnicas espectroscopicas

Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X.
La espectroscopia de rayos X de dispersiéon de energfa
(EDS), también conocida como microandlisis de foto-
nes electrédnicos (EPMA), utiliza un haz de electrones
para analizar una muestra. El haz de electrones hace que
un electrén se expulse de la capa interna, lo que resulta
en la emisién de un fotén de rayos X desde el dtomo
a medida que un electrén externo se relaja para llenar
el agujero en la capa interna. Cada elemento tiene un
fotén de rayos X caracteristico igual a la diferencia de
energfa entre las dos capas, y generalmente se recolecta
un espectro dispersivo de energia total en cada punto
para el andlisis simultdneo de mdltiples elementos (Z >
6). La EDS permite una alta resolucién espacial entre 30
y 40 nm y un limite de deteccién entre 100 e 1000pg*
. La EDS a menudo se combina con microscopia elec-
trénica de transmisién (MET) o microscopia electrénica
de barrido (MEB) para proporcionar informacién mor-
folégica adicional sobre una muestra, pero a menudo se
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colocan secciones delgadas de muestras para el andlisis
MET. De manera similar a otras técnicas de obtencién
de imdgenes, la preparacién de muestras bioldgicas para
EDS generalmente implica congelacién y liofilizacién
instantdnea para preservar la muestra.

Espectroscopia Raman. La espectroscopia Raman es
una poderosa técnica espectroscépica que es utilizada
para observar modos vibracionales, rotacionales y de baja
frecuencia en sistemas moleculares. No es destructivo y
requiere poco o ningun pretratamiento de la muestra.
Las bandas Raman estrechas permiten la identificacion
espectral directa y la sustraccién de las bandas de fondo
sin pérdida de la informacién analizada. La sensibilidad
de la espectroscopia Raman convencional atin no es lo
suficientemente alta para su aplicacién de rutina debido
a la pequefia seccién transversal de dispersion Raman.
La espectroscopia basada en Raman puede proporcionar
informacién sobre los grupos funcionales de las molécu-
las analizadas; sin embargo, la identificacién de especies
puede resultar dificil sin consultar una base de datos o
si el compuesto no estd presente en la base de datos 77"

Difraccién de rayos X. La difraccién de rayos X (XRD)
es una técnica eficaz para caracterizar materiales cristali-
nos, y es considerada no destructiva. Proporciona infor-
macién sobre estructuras, fases, orientaciones de cristal,
y también pardmetros estructurales, como tamano de
grano medio, cristalinidad, tensién y defectos del cristal.
Los picos de difraccién de rayos X se emiten por interfe-
rencia constructiva de un haz de rayos X monocromati-
co extendido en dngulos especificos de cada conjunto de
planos de red en una muestra determinada. Las inten-
sidades médximas son determinadas por la distribucién
de dtomos dentro de la red. En consecuencia, el patrén
de difraccién de rayos X es la huella digital de arreglos
atémicos periddicos en un material 2.

Espectroscopia de absorcién de rayos X. La espectros-
copia de absorcién de rayos X (XAS) escanea la energfa
del haz de rayos X monocromadtico incidente a través del
borde de absorcién de un elemento de interés. La estruc-
tura del borde de absorcién de rayos X cercana se extien-
de desde unos pocos eV antes del borde de absorcién
hasta aproximadamente 150 eV por encima del borde
y proporciona informacién sobre el estado de oxidacién
del elemento. Las estructuras analizadas son general-
mente delgadas, con absorcién de rayos X entre 150 a
800 eV por encima del borde de absorcién, pudiendo
mostrar la interferencia entre el fotoelectrén emitido y
los dtomos vecinos, lo que crea un efecto de retrodisper-
sién 7°. La retrodispersién puede proporcionar informa-
cién estructural dentro de un radio de aproximadamen-
te 5 A del dtomo de interés. Esta técnica ha sido util en
el estudio de sitios activos de metaloproteinas 7.

Otros analisis

Microtomografia computarizada de rayos X (mi-
croCT). La microtomografia computarizada de rayos X
(microCT) se caracteriza por la atenuaciéon de los ha-
ces de rayos X, utilizados en la generacién de secciones
transversales de un material, a través de un conjunto de

158

proyecciones del plano, permitiendo la reconstruccién
de la estructura interna de un objeto 777, La técnica
microCT es considerada una de las tecnologias mis
avanzadas de andlisis no destructivo, pudiendo construir
imdgenes internas en 2D y 3D 7% Las aplicaciones de
microCT son amplias, y su uso permite el andlisis de es-
tructuras tridimensionales de varias muestras bioldgicas
y materiales, siendo muy eficiente para visualizar estruc-
turas internas con alta resolucién espacial 7.

Mojabilidad. La mojabilidad es la propiedad de un li-
quido de extenderse sobre una superficie s6lida, una im-
portante propiedad de los materiales que muchas veces
debe ser evaluada. Cuando ocurre el contacto de liqui-
do con un sélido, es generado un dngulo de contacto, y
a través de él se puede clasificar los materiales como no
mojante (>90°) y mojante (<90°) ¥. La mojabilidad de
un material se puede cuantificar tras diferentes técnicas:

Método del gonidémetro: medicion directa de la tan-
gente del dngulo de contacto en el punto de contacto
trifisico. El equipo consta de una base horizontal don-
de se monta la muestra sélida o liquida, y una pipeta
micrométrica donde se forma la gota de liquido, ademis
de una fuente de luz y un telescopio con ocular. Tiene
las ventajas de la sencillez técnica y la dispersién de una
pequena cantidad de liquido, pudiendo leer pequefios
sustratos. Como desventajas presenta la posibilidad de
impacto de impurezas y la habilidad del operador para
que el método sea preciso ®'.

Método de Wilhelmy: es un método dindmico, donde
el dngulo de contacto no se mide directamente, sino que
se estima midiendo la fuerza que actda sobre la muestra
cuando se sumerge o se extrae de un liquido con tensién
superficial conocida. La inmersién y eliminacién de un
liquido determina los dngulos de contacto de avance y
retroceso, respectivamente .

Método DAS (Drop-Shape Analysis): considerado una
evolucién del método del gonidmetro, ya que analiza la
tensién superficial de la gota a través de imdgenes. Este
método produce resultados razonables cuando la gota es
pequena, pero puede ser afectado por gotas mds grandes.
El dngulo de contacto se determina en base al registro de
la gota de liquido en la superficie sélida, formando una
curva que se utiliza para la medicién #.

Empleo de las técnicas en las
investigaciones de los dientes tratados
endoddénticamente

Las técnicas microbioldgicas son técnicas con potencial
uso dentro de esta drea de estudio. Los dientes tratados
endoddnticamente son desobturados y el conducto debe
recibir sustancias irritantes para la fijacién los pernos. Los
irrigantes, ademds de tener accién fisica y quimica sobre
la dentina, también puede ofrecer un efecto bactericida
/ bacteriostdtico. En este contexto, no son frecuentes los
estudios en la literatura que hacen un abordaje que corre-
lacione la RDTE con la reduccién de microorganismos
tras el uso de soluciones irrigantes . Dentro de las técni-
cas presentadas, la técnica de cultivo de microorganismos
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parece ser la mds adecuada para este tipo de estudios, aso-
ciada o no al uso de técnicas de espectrofotometria para
la evaluacién de biopeliculas *. Los estudios que evaltian
microbiota en procedimientos de endodoncia, utilizan
frecuentemente esta técnica, mostrando cierto grado de
confiabilidad en los resultados. Las técnicas moleculares,
como PCR y DNA Checkerboard, no detectan la viabi-
lidad de los microorganismos, ya que analizan el material
genético. Sin embargo, su uso puede resultar interesante,
dado que el uso de sustancias irrigantes puede degradar
el material genético “*. En este sentido, la PCR tiene un
patrén de deteccién mds alto que los métodos tradicio-
nales de identificacién microbioldgica y exhibe una ma-
yor especificidad en condiciones optimizadas. Asi, el uso
de métodos de identificacién basados en el conocimiento
de la biologia molecular puede resultar interesante en la
deteccién de microorganismos endoddnticos y factores
de virulencia 8. Ademds las técnicas de electroforesis
PFGE ¥, DGGE * y secuenciacién por 16S ARNr %!
se han comprobado como importantes métodos para la
deteccién de microorganismos en el conducto radicular.
En esta literatura no se encontraron estudios empleando
técnicas moleculares para la deteccién de microorganis-
mos o evaluacién de la efectividad de los protocolos de
riego de los conductos, en estas circunstancias es impor-
tante sefalar para a necesidad de estudios futuros que
empleen a estas técnicas en evaluaciones con RDTEs.

Los estudios bioldgicos son extremadamente importan-
tes en la evaluacién de los procedimientos adhesivos y la
verificacién de las metaloproteinasas de la matriz, que
son importantes para la deteccién de coldgeno. La zi-
mografia in situ, por ejemplo, se puede realizar para in-
vestigar las actividades de metaloproteinasas de la matriz
enddgena en la capa hibrida, que puede cumplir un pa-
pel importante en la fuerza de la unién *2. Es importante
senalar que la evaluacién colorimétrica de la actividad
total de las MMP vinculadas a la matriz de coldgeno
consiste en un método in vitro que no representa con
precisién la condicién clinica . Ademds, estas técni-
cas son valiosas para los estudios de protocolos de irri-
gacién y adhesivos y su efecto sobre la degradacion del
coldgeno, que todavia no estdn presentes en la literatura.

Los exdmenes microscépicos se utilizan a menudo para
evaluar la superficie de la dentina tratada con sustan-
cias de irrigacién y para comprobar si hay defectos en el
proceso de cementacién. La topografia de una superficie
tiene una gran influencia en su desempeno funcional *°.
SEM y microscopia confocal también se utilizan para
evaluar la rugosidad de la superficie. La presencia de fi-
bras de coldgeno, smear-layer y la evaluacién cualitativa
de las fracturas después de las pruebas de resistencia de
la unién se pueden realizar con éxito utilizando MEB
%07 La microscopia confocal es un método util para
comprobar el cemento en los tdbulos dentinarios y para
comprobar la presencia de microorganismos %,

Los exdmenes espectroscopicos se utilizan para la evalua-
cién quimica de la superficie tratada con adhesivos o tra-
tamientos de irrigacion. La espectrofotometria Raman
se puede utilizar para evaluar la estabilidad quimica de
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la dentina frente a diferentes tipos de tratamiento . La
EDS por su parte, es un método asociado a menudo al
uso de MEB, ya que permite la valoracién cualitativa de
las superficies tratadas, como, por ejemplo, después de
utilizar diferentes protocolos de riego o utilizar ldser '*°.
Ademas, la Micro-CT se puede utilizar para evaluar el
espesor del cemento y la presencia de huecos, el espesor
de la dentina, y para mejorar el procedimiento de remo-
cién de pernos, entre otras aplicaciones '°'~'%,

Finalmente, la humectabilidad es otro pardmetro im-
portante a analizar, ya que influye directamente en la
capacidad de la dentina para ser humedecida por un li-
quido. Como la humectabilidad de la superficie es un
factor crucial para la adhesidn, es interesante examinar
el efecto de los irrigadores y los protocolos adhesivos
acerca de la humectabilidad de la superficie de la den-
tina. La humectabilidad depende en gran medida de la
composicién quimica, la rugosidad y el estado de hidra-
tacién y puede verse influenciada por la densidad del
tibulo 174195,

Conclusiones

Basado en la descripcién de las metodologias y en los
estudios que involucraron la RDTE, es posible concluir
que estas son importantes herramientas para la contesta-
cién de dudas clinicas en este tipo de tratamiento. A tra-
vés de ellas, se puede evaluar la efectividad de protocolos
de irrigacién y cementacion, anadiendo importantes
hallazgos a las pruebas mecénicas frecuentemente utili-
zadas. De acuerdo con lo que fue planteado, los estudios
con RDTE se han concentrado en técnicas microbiolé-
gicas de cultivo, técnicas de microscépicas y andlisis de
la superficie tras evaluaciones microscépicas, de imagen
y superficie. Técnicas moleculares y bioldgicas son con-
siderados de punta para evaluaciones microbioldgicas y
de la degradacién del coldgeno, y ya son empleadas en
la endodoncia. De esa manera, es importante que en el
futuro haya mds estudios que involucren a estas técnicas.
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