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RESUMEN

Introduccioén:

El éxito del tratamiento endoddntico depende de la eliminacion de las biopeliculas microbianas
del sistema de conductos radiculares mediante procedimientos quimico-mecanicos
(irrigacién/instrumentacion). La compleja anatomia del sistema de conductos dificulta la accién
de los instrumentos por lo que la irrigacién juega un papel fundamental en la limpieza y
desinfeccion de las zonas no tocadas por los instrumentos.

Los objetivos de esta tesis fueron 1) determinar la actividad antimicrobiana de la mezcla de
hipoclorito de sodio y acido etidronico utilizando diferentes métodos de irrigacion que incluyen
irrigacidn convencional, activacion ultrasénica y activacion con la lima XP-endo Finisher, durante
la preparacion quimico-mecamica, frente a biopeliculas microbianas crecidas en conductos
radiculares e itsmos y 2) comprobar si hay diferencias en la actividad antibiopelicula utilizando

los diferentes métodos de irrigacidn, en los tercios coronal, medio y apical.

Metodologia:

Para llevar a cabo los objetivos se seleccionaron 56 raices mesiales de molares mandibulares,
28 con un istmo continuo desde el tercio cervical hasta el apical entre los dos conductos
radiculares (tipo 1), y 28 con un istmo continuo desde el tercio cervical hasta el tercio medio y
un conducto en el tercio apical (tipo 2). Los conductos radiculares se contaminaron durante 7
dias con una suspension de Enterococcus faecalis. En este estudio se incluyeron tres grupos
experimentales y un grupo control (n = 7 por tipo de anatomia del conducto radicular). Todos los
conductos radiculares, excepto el grupo control que no fue tratado, se prepararon quimico-
mecanicamente y se asignaron a uno de los grupos experimentales segun el método de
irrigacion final: irrigacion convencional, activacion ultrasonica o activacion con la lima XP-endo
Finisher. La solucion de irrigacion utilizada fue una combinacion de hipoclorito de sodio al 2,5%
y acido etidronico al 9% y los protocolos finales se aplicaron durante tres ciclos de 30 segundos
con un volumen de 3 ml. La actividad antimicrobiana se evalu6 en cada localizacién (conducto
radicular e istmo) y en cada tercio (cervical, medio y apical) mediante microscopia laser confocal
previa tincion de las muestras con los fluorocromos Syto-9 y ioduro de propidio. Los parametros
evaluados fueron el biovolumen total y el porcentaje de poblacion roja (células muertas). El
anélisis estadistico se realizd mediante SPSS (estadistica descriptiva), SUDAAN (célculos de

los valores de p) y DESCRIPT en SUDAAN para las comparaciones pareadas.



TESIS DOCTORAL

Resultados:

El biovolumen de los conductos radiculares se redujo significativamente con respecto al control
en todos los grupos experimentales en todos los tercios, excepto en el caso de la irrigacién
convencional en el tercio apical (p > 0,05). En los tercios cervical y medio, la activacion
ultrasonica se asocié con los biovolimenes mas bajos (p < 0,05), seguida de XP-endo Finisher.
En el istmo, la desinfeccidn fue similar en todos los tercios para todos los protocolos. La irrigacion
convencional mostré valores intermedios sin diferencias significativas con el grupo de control ni
con los protocolos activados (p > 0,05), aunque estos ultimos fueron significativamente diferentes
del grupo control (p < 0,05). No se encontraron diferencias entre la activacion ultrasénica y XP-

endo Finisher en los tercios medio y apical (p > 0,05) en los istmos.

Conclusiones:

En los conductos radiculares, la activacion ultrasonica y con la lima XP-endo Finisher de la
solucion combinada de NaClO y HEDP mostro una mayor eficacia que la irrigacion convencional.
En los istmos, no se observaron diferencias entre los dos métodos de activacion y la irrigacion
convencional.

En relacion a los tercios, el tercio apical de los conductos radiculares fue el mas dificil de
desinfectar en comparacion con los otros tercios, siendo la irrigacion convencional con la
solucion combinada de NaClO y HEDP el método menos efectivo. En los istmos, ninguno de los

métodos de activacion consiguid reducir las biopeliculas microbianas en los tres tercios.

Palabras clave: irrigacion convencional, istmo, molar mandibular, irrigacion del conducto

radicular, activacion ultrasonica, XP-endo Finisher.
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ABSTRACT

Introduction:

The success of endodontic treatment depends on the removal of microbial biofilms from the root
canal system by means of chemical-mechanical procedures (irrigation/instrumentation). The
complex anatomy of the canal system makes the action of instruments difficult, so irrigation plays
a fundamental role in the cleaning and disinfection of areas not touched by instruments.

The objectives of this thesis were 1) to determine the antimicrobial activity of the mixture of
sodium hypochlorite and etidronic acid using different irrigation methods including conventional
irrigation, ultrasonic activation and activation with the XP-endo Finisher file, during chemical-
mechanical preparation, against microbial biofilms grown in root canals and isthmus and 2) to
check whether there are differences in antibiofilm activity using the different irrigation methods,

in the coronal, middle and apical thirds.

Methodology:

Fifty-six mesial roots of mandibular molars, 28 with a continuous isthmus from the cervical to the
apical third between the two root canals (type 1), and 28 with a continuous isthmus from the
cervical to the middle third and one canal in the apical third (type 2) were included. The root
canals were contaminated for 7 days with an Enterococcus faecalis suspension. There were
three experimental groups plus a control group (n = 7 per type of root canal anatomy). All the root
canals, except for the control group that was not treated, were chemomechanically prepared and
then assigned to one of the experimental groups according to the final adjunctive procedure:
conventional irrigation, ultrasonic activation or XP-endo Finisher activation. The irrigating solution
used was a combination of 2.5% sodium hypochlorite and 9% etidronic acid, and the final
protocols were applied for three cycles of 30 seconds with a 3 mL volume. The antibiofilm activity
was evaluated at each location (root canal and isthmus) and third (cervical, middle and apical)
using confocal laser scanning microscopy and the live/dead technique. The parameters assessed
in each group were the total biovolume and the percentage of red population (dead cells).
Statistical analysis was performed using SPSS (descriptive statistics) and SUDAAN (P-value

calculations).

Results:

Root canals had significantly lower biovolume values than the isthmuses (P < 0.05). The

biovolume in the root canals was significantly reduced in all the experimental groups in all the
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thirds except for conventional irrigation in the apical third (P > 0.05). In the cervical and middle
thirds, ultrasonic activation was associated with the lowest biovolumes (P < 0.05), followed by
XP-endo Finisher. In the isthmus, disinfection was similar in all the thirds for all the protocols.
Conventional irrigation was associated with intermediate values with no significant differences
from the control group or from the activated protocols (P > 0.05), although the latter were
significantly different from the control group (P < 0.05).

No differences were found between ultrasonic activation and XP-endo Finisher in the middle and

apical thirds (P > 0.05) in the isthmuses.

Conclusions:

In root canals, ultrasonic and XP-endo Finisher activation of the combined solution of NaOCl and
HEBP showed a higher efficacy than conventional irrigation. In the isthmuses, no differences

were observed between the two activation methods and conventional irrigation.

In relation to the thirds, the apical third of the root canals was the most difficult to disinfect
compared to the other thirds, with conventional irrigation with the combined solution of NaOClI
and HEBP being the least effective method. In the isthmuses, none of the activation methods

succeeded in reducing microbial biofilms in all three thirds.

Keywords: conventional irrigation, isthmus, mandibular molar, root canal irrigation, ultrasonic

activation, XP-endo Finisher.
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1.1. ANATOMIA DE LOS ITSMOS DENTALES

Un istmo es una comunicacion estrecha entre dos conductos radiculares (Weller et al., 1995;
Sahar-Helft et al., 2015) que contiene cantidades variables de tejido pulpar. Se define también
con el nombre de anastomosis y se forma cuando el conducto radicular emerge de la parte
coronal de la raiz y se fusiona en la porcion media de la misma. Cuando la pulpa dental se
infecta, los istmos son invadidos por bacterias y sus productos metabélicos (Cambruzzi &
Marshall, 1983), incrementando la posibilidad de fracaso en el tratamiento endoddntico (Moorer
& Wesselink, 1982). Ademas, en ellos se acumulan biopeliculas bacterianas y restos de dentina
producidos durante la instrumentacion del conducto radicular (Nair et al., 2005). Los istmos se
clasifican en completos o parciales. Una conexidn continua entre dos conductos radiculares
principales es considerada un istmo completo, mientras que una proyeccion estrecha de un

conducto hacia otro sin que haya fusién es clasificado como istmo parcial (Tinelli M, 2011).

Seguln un estudio llevado a cabo por Estrela et al. los istmos son estructuras anatomicas
frecuentes en los dientes humanos permanentes, siendo los primeros molares mandibulares los
que los presentan con mayor frecuencia (87,9%) (Estrela et al., 2015). En cuanto a la distancia
a la que se ubican del apice radicular, los istmos de la raiz mesiovestibular de los primeros
molares maxilares y de la raiz mesial de los primeros molares mandibulares se encontraron con
mas frecuencia a una distancia entre 3 y 5 mm (Weller et al., 1995; Teixeira et al., 2003). Los
istmos completos o parciales se hallaron a 4 mm del apice en el 100% de los casos en los
molares maxilares (Weller et al., 1995), mientras que en otro estudio se hallaron istmos parciales

con mas frecuencia que los completos en los molares mandibulares (Teixeira et al., 2003).
En 1997 Hsu y Kim identificaron cinco tipos de istmos (Figura 1.1.):

- Tipo I: dos o tres conductos sin comunicacion.

- Tipo II: dos conductos con una conexidn definida entre ellos.
- Tipo lI: tres conductos con una conexion definida entre ellos.
- Tipo IV: los conductos se extienden al area del istmo.

- Tipo V: hay una conexion verdadera o un pasillo completo a traves de la seccion.
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Type I
wev (%)

Figura 1.1. Esquema de los tipos de istmo segln Hsu y Kim (extraido de Vertucci, 2005)

En los molares superiores e inferiores, el istmo tipo V fue el mas comun (28.8%). En la raiz
mesial del primer y segundo molar mandibular, el tipo IV tuvo la mayor incidencia (36% y 23,9%,
respectivamente). Ademas, se concluyo que el istmo se encontré ampliamente distribuido en
raices planas, con un bajo porcentaje en areas cercanas al apice. En los molares superiores e

inferiores, los istmos se encontraron con mayor frecuencia a 7 mm del &pice (Lima et al., 2014).

Ademas de los istmos, es necesario tener en cuenta la anatomia del sistema de conductos

radiculares. La clasificacion propuesta por Vertucci (Vertucci, 2005) es la siguiente (Figura 1.2.):
- Tipo I: un conducto unico se extiende desde la camara pulpar hasta el apice.

- Tipo II: dos conductos separados salen de la camara pulpar y se unen cerca del apice para

formar un conducto.

- Tipo Il un conducto sale de la camara pulpar, se divide en dos que se funden a nivel del tercio

apical para salir como uno solo.

- Tipo IV: dos conductos distintos y separados se extienden desde la cadmara pulpar hasta el
apice.

- Tipo V: un conducto sale de la camara pulpar y se divide cerca del apice en dos conductos

distintos, con foramenes apicales separados.

10
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- Tipo VI: dos conductos separados salen de la cdmara pulpar, se funden en el cuerpo de la raiz

y vuelven a dividirse cerca del apice para salir como dos conductos distintos.

- Tipo VII: un conducto sale de la camara pulpar, se divide y después vuelve a unirse en el cuerpo
de la raiz, y finalmente se divide otra vez en dos conductos distintos cerca del apice.

- Tipo VIII: tres conductos distintos y separados se extienden desde la camara pulpar hasta el

apice.
|
& & #
Zo” > o j - "/'
Typel Typell Typelll
A One canal at apex
|
f
|
G . y = f < p=
~ o > - - > P
Type IV TypeV Type VI Type VII Type VIII

Figura 1.2. Representacion esquematica de la configuracién de los conductos basada en el trabajo de Vertucci
(extraido de Hargreaves et al., 2016).

1. 2. INFECCION ENDODONTICA

1.2.1. PATOGENIA DE LA INFECCION ENDODONTICA
La infeccion endodontica es aquella que afecta a la pulpa dental. La pulpa es un paquete
vasculonervioso que se ubica en el interior de la cavidad pulpar situada en el interior del diente.
Esta cavidad esta delimitada en toda su anatomia por dentina, que es un tejido mineralizado que
presenta una microestructura tubular, la cual se extiende desde la camara pulpar hasta la union
amelodentinaria (Pashley, 1989). Esta cubierta en la porcidén coronal por un tejido muy

mineralizado llamado esmalte y por cemento en la porcién radicular.

Los tejidos mineralizados del diente actian como una barrera fisica que protege a la pulpa frente
a agresiones externas. Por otro lado, la pulpa se encuentra en relacién con el sistema vascular
y nervios del resto del organismo a través del agujero o foramen apical. Estas dos

particularidades, sumada a la ausencia de una circulacion sanguinea colateral, determinan la

11
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dificultad significativa en la reparacion de las lesiones inflamatorias que tienen lugar en la pulpa
dental (Liébana Urefia J, 2002).

Las principales causas que pueden alterar las barreras fisicas que protegen la pulpa son de
origen exdgeno. Estas a su vez pueden ser de origen fisico (un traumatismo dental), de origen
quimico (por agentes quimicos como blanqueadores), y de origen microbiano. En relacion a esta

ultima, la invasién microbiana de la pulpa se produce por distintas vias:

Por comunicacion directa de la cavidad oral y la cdmara pulpar:

Es la via mas comun, siendo la caries dental la mas frecuente, pero también puede ocurrir debido
a fracturas dentales, grietas en el esmalte y procedimientos dentales iatrogénicos (Mouton C &
Robert JC, 1995).

A través de los tubulos dentinarios:
La llegada de los microorganismos ocurre a través de los tubulos dentinarios, generalmente a
través de una cavidad de caries, ya sea por contaminacion directa de las bacterias 0 mediante

sus toxinas o productos derivados de su metabolismo (Mouton C & Robert JC, 1995)

Por via periodontal:
Se produce por comunicacion entre el tejido periodontal infectado y el tejido pulpar a través de

los conductos accesorios o el foramen apical (Mouton C & Robert JC, 1995).

Los microorganismos constituyen un factor etiolégico fundamental en el desarrollo y progresién
de la enfermedad pulpar y periapical (Kakehashi et al., 1965; Bergenholtz, 1974). Aunque éstos
participan en muchas relaciones beneficiosas, se comportan como patégenos oportunistas
cuando acceden a una zona del organismo normalmente estéril, como ocurre en la pulpa dental.
Cuando la integridad de los tejidos que protegen a la pulpa se pierde (Love, 1996; Haapasalo et
al., 2003), se favorece la invasién microbiana de la pulpa originando una infeccién endodéntica
primaria. Dicha infeccion tiene un caracter polimicrobiano y mixto (Siqueira et al., 2002; Munson
et al.,, 2002). Las infecciones endoddnticas persistentes y secundarias son aquellas que se
originan por la persistencia de microorganismos y la filtracién coronoapical tras realizar el
tratamiento endodéntico y da lugar al fracaso de dicho tratamiento. El factor decisivo que influye,
por tanto, en el éxito del tratamiento a largo plazo es la persistencia de microorganismos (Nair
et al., 1990; Siqueira et al., 2002; Noiri et al., 2002; Ricucci et al., 2009; Gu et al., 2009) o la
llegada de nuevos, ya que representan un riesgo latente para que el tratamiento fracase (Sjogren
et al., 1990; Eddy et al., 2005). Los microorganismos supervivientes deben adaptarse a las

nuevas condiciones medioambientales para poder vivir y mantener la inflamacién (Siqueira,

12
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2011). Estos microorganismos persistentes suelen ser anaerobios facultativos y muestran una
escasa actividad metabdlica debido a la escasez de nutrientes en el conducto radicular tratado.
Esto les hace mas resistentes tanto a las nuevas condiciones presentes, como al tratamiento y
a los agentes desinfectantes (Haapasalo et al., 2003; Waltimo et al., 2003). Por otro lado, estos
microorganismos generalmente se encuentran en areas de dificil acceso para los instrumentos
y sustancias antimicrobianas que se emplean durante el tratamiento, como son los istmos,
canales laterales y las ramificaciones (Nair et al., 1990; Nair et al., 2005; Ricucci et al., 2009;
Ricucci & Siqueira, 2010), incluso en las paredes del conducto radicular a las que los

instrumentos no llegan (Peters et al., 2001; Alves et al., 2011).

1.2.2. BIOPELICULAS MICROBIANAS
La cavidad oral esta colonizada por una amplia diversidad de microorganismos, incluyendo
bacterias, virus, hongos, protozoos y arqueobacterias, denominados en conjunto como el
‘microbioma oral” (Wade, 2013). Cabe destacar que es el segundo microbioma mas complejo
en el cuerpo humano, después del colon (Huttenhower et al., 2010). Hoy en dia se sabe que la
forma mas comun de organizacién de los microorganismos en los ecosistemas, incluyendo los

de la cavidad oral y los conductos radiculares, es en forma de biopeliculas.

Una biopelicula bacteriana es una estructura compleja formada por una comunidad microbiana
mixta y huecos intersticiales, adherida a un material o interfase que puede ser de naturaleza
abidtica o bidtica (Costerton, et al., 1999). Los microorganismos que componen la biopelicula
estan unidos por una matriz de polimeros extracelulares (EPS, Exo-Polymeric Substance) que
son producidos y excretados por ellos mismos (Costerton et al., 1999; Leonardo et al., 2002;
Nair, 2006). La matriz de EPS es el principal agente estructural de las biopeliculas. Entre sus
funciones se encuentran permitir, establecer y mantener asociaciones entre microorganismos y
entre éstos y su medio ambiente, constituye un reservorio de energia y carbono y actia como
proteccion frente a la desecacidn, agentes antimicrobianos y a células del sistema inmune
(Decho, 2000; Liu et al., 2002; James et al., 2008; Koo et al., 2010; Bjarnsholt, 2013).

Las biopeliculas se forman a partir de bacterias planctonicas que se adhieren a una superficie.
La adhesion de los colonizadores primarios genera una sefial para la expresion de genes
especificos de la biopelicula. Estos genes codifican proteinas que actiian como sefiales para la
coagregacion de los colonizadores secundarios y, el inicio de la formacion de la matriz de EPS.

A medida que se van acumulando, estas moléculas actian como agentes quimiotacticos e

13
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inductores de un mecanismo denominado “Quorum Sensing” que favorece la formacion y

maduracion de la biopelicula (Ran et al., 2015) (Figura 1.3.).

Las bacterias que forman parte de las biopeliculas son considerablemente mas resistentes a

agentes toxicos que como célula individual, principalmente por diversos factores:

La biopelicula como tal actua como una barrera fisica y quimica, evitando el paso de agentes
téxicos y manteniendo un ambiente adecuado para la supervivencia (Stewart et al., 1998; Mah
& O'Toole, 2001; Khemaleelakul et al., 2006; Chavez de Paz, 2007).

Las bacterias de una biopelicula tienen la capacidad de comunicarse entre si mediante el
Quorum Sensing, que representa una via de sefializacion que se activa como respuesta a la
densidad celular, permitiendo que las bacterias puedan coordinar su actividad en funcién del
tamanio de la poblacién mediante la alteracion de su expresion génica (Schuster et al., 2003;
Kuboniwga et al., 2012; StruZycka, 2014).

Los microorganismos que coexisten en un mismo habitat ponen en marcha la maquinaria
genética capaz de neutralizar el agente microbiano, de forma que incluso se puede llegar a decir
que se produce un cambio en el fenotipo de la biopelicula (Cloete, 2003).

El nimero de bacterias concentradas en una biopelicula es muy superior y ofrece la posibilidad
de liberar enzimas en concentraciones mayores a las que podrian ser liberadas en medio libre;
estas enzimas serian las responsables de modificar los agentes antimicrobianos y transformarlos
a formas no tdxicas. Ademas, la proximidad entre las células fomenta el intercambio de la
informacién genética por distintos mecanismos como transferencia de plasmidos, incluyendo
genes de resistencia a antimicrobianos (Davies, 2003; Roberts & Mullany, 2010).

El bajo nivel metabdlico en una biopelicula ante situaciones de escasez de nutrientes aumenta
|la resistencia frente a agentes biocidas debido a que la principal funcién no es multiplicarse, sino
asegurar la persistencia de la biopelicula, lo que es esencial para prevenir una acumulacion de
residuos metabdlicos o el agotamiento de los nutrientes (Huang et al., 1995; Scheie & Petersen,
2004).

Dentro de una biopelicula existe heterogeneidad ambiental, lo cual podria favorecer a su vez la
formacion de una poblacion heterogénea permitiendo la expresion de diferentes niveles de

resistencia en toda la comunidad microbiana (Mah & O'Toole, 2001).
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Figura 1.3. Fases de la formacion de la biopelicula (extraido de Schlapp, 2009)

1.3. ENTEROCOCCUS COMO PATOGENO EN INFECCIONES ENDODONTICAS

1.3.1. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DEL GENERO ENTEROCOCCUS

Los enterococos son microorganismos con forma de cocos, Gram-positivos que se observan
aislados, en parejas o bien en cadenas cortas. Son microorganismos anaerobios facultativos y
poseen superoxido dismutasa y peroxidasa (Sjogren et al., 1990; Piard & Desmazeaud, 1992).
Son capaces de catabolizar una gran variedad de fuentes energéticas como glicerol, lactato,
malato, citrato, arginina, agmatina y a-ceto acidos. Ademas, son resistentes a las sales biliares,
detergentes, metales pesados, etanol, azida y a la desecacién (Stuart et al., 2006). Son capaces
de sobrevivir en condiciones ambientales muy adversas, de modo que soportan niveles de pH
alcalinos (9,6) asi como elevadas concentraciones de cloruro sédico. Crecen entre 10y 45°Cy
sobreviven a 60 °C durante 30 minutos (Tendolkar et al., 2003). Los enterococos se encuentran
habitualmente entre los tres principales patdgenos bacterianos implicados en infecciones
nosocomiales, ademas de ser comensales del tracto gastrointestinal y vagina. Pueden causar
multitud de enfermedades en el tracto urinario, endocardio, abdomen, tracto biliar y también

pueden causar otitis, neumonia y meningitis (Richards et al., 2000).

1.3.2. ENTEROCOCCUS EN INFECCIONES ENDODONTICAS

Los enterococos estan considerados microbiota transitoria de la cavidad oral ya que raramente
se aislan en personas que presentan salud bucal. La principal via de entrada parece ser la
comida (Al-Ahmad et al., 2010), concretamente a través de lacteos, carnes, vegetales y
aceitunas (Franz et al., 2003). Habitualmente son eliminados de la cavidad oral aunque en
ocasiones pueden permanecer e ingresar en los conductos radiculares a través de lesiones de
caries profundas y restauraciones deficientes e intervenir en la infeccion endodontica (Ferrari et

al., 2005). Los enterococcos tienen la capacidad de penetrar en los tibulos dentinarios y no
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pueden ser eliminados por completo durante la preparacién del conducto radicular, por tanto,
representan uno de los factores etioldgicos del fracaso endodéntico (Denotti et al., 2009; Karale
etal., 2011).

Los conductos radiculares necréticos o deficientemente obturados constituyen un habitat ideal
para Enterococcus, especialmente para Enterococcus faecalis. La prevalencia de esta especie
es mayor en infecciones endodonticas secundarias o persistentes que en infecciones primarias
(Rdcas et al., 2004; Gomes et al., 2004; Sedgley et al., 2006). Estudios recientes consideran que
esta bacteria casi siempre esta presente en dientes con fracaso endodontico, pero en bajo
porcentaje (Rog¢as & Siqueira, 2012; Endo et al., 2013; Pereira et al., 2017). Sin embargo, cabe
sefialar que, otros estudios no consideran a esta especie como el microorganismo prevalente
asociado a dicho fracaso, siendo otros microrganismos encontrados con mayor frecuencia, tales
como Parvimonas micra, Solobacterium moorei y Fusobacterium nucleatum (Schirrmesiter et al.,
2009; Endo et al., 2013). Ademas hay que destacar que, estudios recientes llevados a cabo
usando técnicas de secuenciacion de nueva generacion confirman en cierta medida que E.
faecalis se detecta preferentemente en periodontitis apical secundaria (PAS), pero en
frecuencias significativamente bajas; de este modo, Zandi et al. en su trabajo encontraron una
prevalencia de esta bacteria en el 20% de los casos, mientras que en el estudio de Boullaguet
et al. fue del 32% y segun los resultados de la investigacion llevada a cabo por Siqueira et al. la
prevalencia de E. faecalis fue del 40%. Curiosamente, a pesar de los valores de prevalencia
més bajos, E. faecalis podria alcanzar cantidades medias bastante altas; 14% en Zandi et al. y
20% en Bouillaguet et al., lo cual indica que algunos conductos radiculares soportan cargas
considerablemente altas de E. faecalis (Siqueira et al., 2016; Zandi et al., 2018; Bouillaguet et
al., 2018).

E. faecalis posee una amplia variedad de factores de virulencia, entre los que se incluyen:
enzimas liticas, citolisina, sustancias de agregacién y acidos lipoteicoicos. Por otro lado, E.
faecalis es capaz de provocar inhibicién linfocitaria lo cual contribuye potencialmente al fracaso

del tratamiento de conductos (Lee et al., 2004).

Sin embargo, la resistencia de esta bacteria no depende tanto de sus factores de virulencia
como de su capacidad para sobrevivir y persistir como patdgeno en el interior de los conductos
radiculares (Rogas et al., 2004), lo que consigue por diversos motivos:

Presenta una amplia variedad de polimorfismos genéticos (Sedgley et al., 2004).
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Produce gelatinasa y proteina de unién al colageno (Ace) que le ayuda a unirse a la dentina
(Hubble et al., 2003).

Su tamario es lo suficientemente pequefio como para invadir, asi como vivir en los tibulos
dentinarios (Love, 2001).

Puede subsistir largas temporadas de escasez de nutrientes y utilizar el suero de la dentina y
del ligamento periodontal como fuente de alimento (Figdor et al., 2003; Stuart et al., 2006).
Ademas, el suero procedente del espacio periapical le sirve de ayuda para unirse al colageno
tipo | (Love, 2001). Resiste en el interior de los tUbulos a la medicacién intraconducto con
hidroxido de calcio durante mas de 10 dias (Orstavik & Haapasalo, 1990). Esto lo consigue
mediante mecanismos de regulacion genética responsables de la adaptacion de esta bacteria a
condiciones de estrés alcalino (Ran et al., 2015).

Es capaz de crecer en ambientes con poco oxigeno y pH alcalino, soporta un amplio rango de
temperaturas entre 10° y 60°C, y ambientes pobres en nutrientes (Pinheiro et al., 2003; Récas
et al., 2004; Narayanan et al., 2010; Jhajharia et al., 2015).

Lleva a cabo fenomenos de transferencia de genes, algunos de ellos relacionados con la
virulencia ayudandole a colonizar y competir con otras bacterias y a resistir los mecanismos de
defensa del huésped (Del Fabbro et al., 2014).

Interviene en la calcificacion de la placa o biopelicula dental mediante la precipitacion de iones
calcio y fosfato (Del Fabbro et al., 2014).

Crece formando biopeliculas siendo maés resistentes a la fagocitosis, anticuerpos y

antimicrobianos que cuando crece en forma planctonica (Distel et al., 2002).

1.4. TRATAMIENTO ENDODONTICO

El principal objetivo del tratamiento endodéntico es eliminar o reducir significativamente las
biopeliculas microbianas del sistema de conductos radiculares y conseguir un adecuado sellado
del mismo que prevenga una posible reinfeccion. Por ello, el éxito del tratamiento endodontico
depende en cierta medida de la correcta eliminacion de dichos microorganismos. Algunos
estudios han demostrado que incluso tras la desinfeccion quimico-mecanica y la obturacion de
los conductos radiculares, las biopeliculas bacterianas pueden persistir en el interior del sistema
de conductos. Es por esto que es de vital importancia el desarrollo de estrategias de desinfeccion

endoddnticas que garanticen la eliminacion efectiva de estas biopeliculas (Kishen, 2010).
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El tratamiento endodontico se lleva a cabo mediante la preparacién quimico-mecanica
(instrumentacion e irrigacion) y, en ocasiones, la aplicacién de medicacion intraconducto. La
instrumentacion de los conductos radiculares mediante el uso de limas manuales o rotatorias no
elimina completamente su contenido debido a la complejidad de la anatomia transversal del
sistema de conductos por lo que, para la limpieza y desinfeccién de las paredes, conductos
laterales y accesorios y tubulos dentinarios es necesaria la irrigacion (Haapasalo et al., 2000).
Se ha demostrado mediante estudios de micro-tomografia computerizada, que el 11%-48% de
las areas de los conductos radiculares principales permanecen intactos después de la
instrumentacion, pudiendo mantener biopeliculas tras el tratamiento (Paqué et al., 2011; Peters
et al., 2015). Ademas, ciertas complejidades anatomicas del sistema de conductos tales como
ramificaciones e istmos, no son comunmente alcanzadas ni por los instrumentos ni por los
irrigantes, por lo que las bacterias localizadas en estas areas pueden persistir e inducir un
fracaso en el tratamiento (de Gregorio et al., 2010; Vera et al., 2012; Keles et al., 2016). La
limpieza y desinfeccién adecuadas del area del istmo es por tanto un desafio (Adcock et al.,
2011, Endal et al., 2011; Markvart et al., 2012; Neelakantan et al., 2016; Rogas et al., 2016).

La irrigacidn es el procedimiento mediante el cual se distribuye un liquido o irrigante en el sistema
de conductos radiculares antes, durante y tras la instrumentacion. Los objetivos de la irrigacion
son la eliminacion del tejido pulpar, restos de dentina y barrillo dentinario generados durante la
instrumentacién, asi como las biopeliculas microbianas de las paredes de los conductos
radiculares y del interior de los tubulos dentinarios. El irrigante debe a su vez lubricar los
instrumentos empleados durante el tratamiento (Siqueira et al., 2002). Cuando las soluciones
irrigadoras entran en el interior del sistema de conductos radiculares, interaccionan con los
elementos presentes en el conducto tales como la pulpa, los microorganismos, el barrillo
dentinario y los detritus de dentina. Dicha interaccion puede afectar en mayor o menor medida
ala accién de las soluciones, inactivando o reduciendo su eficacia (Haapasalo et al., 2000; Wang
etal., 2013).

1.4.1. BARRILLO DENTINARIO

La accion de los instrumentos sobre las paredes de dentina genera una capa de residuos
denominada barrillo dentinario, y favorece el acumulo y retencion de residuos de dentina en
zonas a las que no llegan los instrumentos (Hartman et al., 2007; Paqué et al., 2005). El barrillo
dentinario es una capa de unas 2.5 micras de espesor que se extiende por la superficie tratada

y que penetra unas pocas micras en el interior de los tubulos dentinarios (Eick, 1970). Esta
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compuesto por residuos organicos e inorganicos que incluyen dentina, restos de odontoblastos,
tejido pulpar y bacterias (McComb & Smith, 1975). Su composicion varia a medida que se
instrumentan los conductos. En un principio contiene mayor cantidad de materia organica y
conforme avanza la instrumentacion y se va eliminando esa materia organica infectada aumenta
su contenido en materia inorganica que es mas dificil de eliminar (Jodaikin & Austin, 1981).
Lester y Boyde asumieron que estaba formado mayoritariamente por materia inorganica ya que

no era posible removerlo mediante irrigaciones de hipoclorito de sodio (Lester & Boyde, 1977).

La implicacion clinica del barrillo dentinario es bien conocida, debido a que por un lado ejerce un
efecto protector frente a los microorganismos presentes en el sistema de conductos radiculares
y en los tubulos dentinarios. Por otro lado, puede interaccionar de alguna forma con las
soluciones irrigadoras aplicadas en el conducto e influir en su actividad lo cual explicaria la

reduccion de actividad cuando son aplicadas in vivo.

Hoy en dia existe consenso sobre la importancia de eliminar el barrillo dentinario de los

conductos radiculares infectados por los siguientes argumentos:

- Contiene bacterias, sus productos de desecho y materia organica necrética (Cunningham et
al., 1982; Yamada et al., 1983) que pueden actuar como sustrato y alimento para las bacterias

supervivientes o nuevas que acceden al conducto (George et al., 2005).
- Limita el contacto directo de los agentes antimicrobianos con los microorganismos.

- Limita la penetracion de los agentes desinfectantes en el sistema de conductos radiculares y

tubulos dentinarios (Hartmann et al., 2007).

- Dificultan el sellado 6ptimo del sistema de conductos radiculares (White et al., 1984; Foster et
al., 1993).

1.5. SOLUCIONES IRRIGADORAS

Durante la preparacion quimico-mecanica del sistema de conductos radiculares, las soluciones
irrigadoras actuan como antisépticos, lubricantes y agentes de limpieza, que ayudan a eliminar

barrillo dentinario, tejido pulpar y bacterias.
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Hasta la fecha no se conoce una solucion irrigadora que actte sobre toda esta materia organica

e inorganica. Por ello, el protocolo de irrigacidn mas aceptado incluye el uso de una solucion

antimicrobiana durante el tratamiento endodontico seguido de una solucién quelante fuerte
(Zehnder M, 2006; Neelakantan et al., 2012). El hipoclorito sédico (NaClO) y la clorhexidina

(CLX) son las soluciones irrigadoras con accién antimicrobiana mas usadas en endodoncia; sin

embargo, estas no eliminan el componente inorganico del barrillo dentinario ni los residuos de

dentina que se crean tras la instrumentacion mecanica. Es por eso que se emplean junto a

soluciones &cidas y quelantes como el EDTA (Silva et al., 2014) y los &cidos citrico y fosférico,

entre otros (Hilsmann et al, 2003). Las propiedades principales de estas soluciones de

irrigacion se encuentran resumidas en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Propiedades de las soluciones irrigadoras frecuentemente usadas en endodoncia.

Compuesto Tipo Actividad Actividad Disolucion Eliminacion Biocompatibilidad
(concentraciones antimicrobiana antimicrobiana de tejido del barrillo
recomendadas) sobre sobre dentinario
suspension biopeliculas
NaCIO Compueso +Ht +++ ++t ++ sobre d.d.c.
(0.5% - 6%) halogenado compuestos
organicos

CLX Bisguanida ++ ++ ++
(0.2% - 2%) cationica
EDTA Quelante + & ++  sobre +t
(10% - 17%) compuestos

inorganicos
Acido citrico Acido + + +++  sobre +
(10% - 50%) organico compuestos

inorganicos

- ausente o minima; +: baja; ++: media; +++: elevada; d.d.c.: depende de la concentracion. Tabla adaptada de Zehnder et al., 2006.

1.5.1. HIPOCLORITO DE S0DIO (NACLO)

Es la solucién irrigadora mas empleada para la irrigacion del conducto radicular por su elevada

eficacia antimicrobiana (Hargreaves et al., 2016). Se trata de un compuesto halogenado cuyas

funciones bioldgicas principales son disolver los restos de tejido pulpar y el componente organico

del barrillo dentinario, asi como destruir bacterias neutralizando sus metabolitos y productos

antigénicos (Bystrom & Sundqvist, 1985). Ademas, se caracteriza por presentar un amplio

espectro antibacteriano, es esporicida y viricida (McDonnell & Russell, 1999). Es barato,

altamente disponible y, cuando se utiliza correctamente tiene una baja toxicidad (Moorer &
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Wesselink, 1982). Posee un pH alcalino y su concentracion optima para eliminar las bacterias

del sistema de conductos radiculares es entre 0,5% y 6% (Jiménez-Rubio et al., 1997).

En el sistema de conductos, el NaClO reacciona con la materia organica representada por los
microorganismos, el tejido pulpar y el componente organico de la dentina, lo que resulta en una
pérdida/consumo del cloro disponible (Macedo et al., 2010). Esto hace que las soluciones de
NaClO ejerzan un potente pero corto efecto. Adicionalmente cabe sefialar que, la actividad
antimicrobiana del NaClO depende de su concentracion; sin embargo, mientras mas

concentrado sea, mayor es su toxicidad (Torabinejad et al., 2003).

Una de las mayores desventajas del NaClO en el tratamiento endoddntico es su incapacidad
para eliminar la capa de barrillo y los residuos de dentina generados durante la instrumentacion.
Ademas, como desventaja adicional estd su efecto citotoxico cuando se extruye fuera del

sistema de conductos hacia los tejidos periapicales (Gomes et al., 2001).

1.5.2. Acipo ETIDRONICO (HEDP)

Para eliminar la capa de barrillo y los residuos de dentina se utilizan agentes quelantes como el
EDTA y el &cido citrico. Su desventaja es que erosionan y descalcifican en exceso la dentina,
aumentando la permeabilidad y disminuyendo la microdureza (Hennequin et al., 1994; Rotstein
et al., 1996; Dogan & Qalt, 2001). Por otro lado, estas soluciones quelantes reaccionan
fuertemente con el NaClO disminuyendo su eficacia si son empleados en combinacion (Zehnder
et al, 2005; Grawehr et al, 2003).

Recientemente se ha propuesto el acido etidronico, 1-hidroxi etiliden-1,1-difosfénico (HEDP), un
quelante débil no toxico que se emplea para tratar enfermedades de huesos (Russell & Rogers,
1999). Este agente tiene la capacidad de eliminar el barrillo dentinario de una forma similar al
EDTA (De-Deus et al., 2008) pero es menos agresivo que éste y, como consecuencia, tiene un
efecto minimo sobre la dentina (De-Deus et al., 2008; Paqué et al., 2012). Otra ventaja es que
se puede usar junto con el NaClO sin causarle pérdida de su actividad biolégica a corto plazo
(Arias-Moliz et al., 2016).

De esta forma, la combinacién de NaClO y HEDP ha demostrado una capacidad similar a NaClO
para eliminar y matar biopeliculas de E. faecalis crecidas sobre superficie de dentina (Arias-Moliz
et al., 2016) y en el interior de los tubulos dentinarios (Arias-Moliz et al., 2014), manteniendo la

capacidad de disolver tejido organico (Tartari et al., 2015; Tejada et al., 2019). Ademas, cuando
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se usa en combinacién con NaClO, reduce la formacion de barrillo dentinario y previene el
acumulo de detritus de dentina en zonas no instrumentadas (Lottanti et al., 2009; Paqué et al.,
2012) por lo tanto, permitiendo al NaClO ejercer su accidn antimicrobiana (Girard et al., 2005).
También cabe destacar que, cuando se activa la soluciéon combinada de NaClO y HEDP tiene
mayor eficacia antimicrobiana frente a biopeliculas de E. faecalis (Neelakantan et al., 2015). La
presencia de HEDP en la mezcla no aumenta la toxicidad (Ballal et al. 2019a) y, hasta la fecha,

no se han publicado efectos adversos cuando se ha empleado clinicamente (Ballal et al. 2019b).

Por todas esas caracteristicas, la combinacién de NaClO y HEDP parece ser una alternativa
eficaz y podria ser utilizada como Unico irrigante durante y después del proceso de
instrumentacién en el tratamiento endodéntico (Tartari et al., 2015). La concentracion de las
soluciones en la combinaciéon es NaClO al 2,5% + &cido etidrénico al 9% (ambos en

concentracion final).

1.6. ACTIVACION DE LAS SOLUCIONES IRRIGADORAS

Como ya se ha comentado, conseguir un elevado efecto antimicrobiano es posiblemente el
requisito mas importante para alcanzar el éxito en el tratamiento endoddntico. Sin embargo,
incluso la mejor solucion irrigadora no cumplira este objetivo si no es capaz de alcanzar las
bacterias y los restos de tejido en cantidades suficientes. Por lo tanto, emplear técnicas de
irrigacidn y activacion/agitacion que sean eficaces es igualmente importante para garantizar una
adecuada distribucion de las soluciones a lo largo de todo el sistema de conductos radiculares.
Ademas, estas soluciones deben ser renovadas adecuadamente, a fin de mantener a los

irrigantes en concentraciones activas.

Las técnicas de irrigacion deben también crear un flujo de la solucion irrigadora con el objetivo
de transportar las bacterias, los fragmentos de biopelicula y los restos de tejido hacia fuera del

conducto radicular, contribuyendo asi a la limpieza mecanica del sistema de conductos.

Durante la irrigacion surgen diversos problemas como la formacion de burbujas de aire o efecto
‘vapor lock”, que impide el movimiento de los irrigantes hacia los estrechos confines del sistema
de conductos radiculares, tales como los istmos y los conductos laterales. Esto explica en parte
por qué ningun régimen de irrigacion parece ser capaz de proporcionar un conducto
completamente limpio (Raisingani & Meshram, 2010; Siqueira & Récas, 2011). En condiciones

in vivo, el NaClO reacciona quimicamente con el material organico dentro del conducto radicular
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y libera cantidades abundantes de amonio y diéxido de carbono; esta mezcla gaseosa es
atrapada en la region apical y da lugar a una burbuja de aire donde la penetracidn de fluidos es
imposible. Los instrumentos no reducen esta burbuja de aire ni eliminan las burbujas de gas
(Schoeffel GJ, 2008). Se ha aceptado ampliamente que la Unica forma efectiva de limpiar areas
complejas del sistema de conductos radiculares, como los istmos, es a través del movimiento de

la solucién de irrigacion (Gutarts et al., 2005).

Los sistemas de irrigacién del conducto se pueden dividir en dos grupos principales, técnicas de
agitacién manual y dispositivos de agitacion asistidos por maquina. La agitacién manual consiste
en la irrigacion con fuerzas positivas, cominmente mediante el uso de jeringas y agujas con
ventilacion lateral. Mientras que, la agitacion mecanica utiliza dispositivos sonicos o ultrasénicos
para activar la solucién dentro del conducto radicular. Adicionalmente, también se han
recomendado sistemas de irrigacion a presion negativa para mejorar el intercambio de irrigacion
en el tercio apical de la raiz, y limas rotatorias de plastico (Nielsen & Baumgartner, 2007; Bahcall
& Oslen, 2007; Chopra et al., 2008; de Gregorio et al., 2009). Recientemente se ha propuesto
ademas, el uso de una nueva lima metélica rotatoria no cénica, denominada XP-endo Finisher,

como técnica de agitacion de las sustancias de irrigacién (Bao et al., 2017).

1.6.1. IRRIGACION CONVENCIONAL CON JERINGA Y AGUJA

La irrigacion convencional con jeringa y aguja ha sido recomendada como un método eficaz de
administracion de irrigacion (van der Sluis et al., 2006). Esta técnica consiste en distribuir un
irrigante en el interior del sistema de conductos a través de agujas de calibres variables, ya sea
pasivamente o con agitacion. Lo Ultimo se consigue moviendo la aguja hacia arriba y hacia abajo
en el interior de los conductos radiculares. Estas agujas estan disefiadas para dispensar un
irrigante ya sea por el extremo mas distal, o por ventilacién lateral (Kahn FH et al., 1995). El
ultimo disefio se ha propuesto para mejorar la activacion hidrodinamica del irrigante y reducir la
posibilidad de extrusion apical (Hauser et al., 2007). Es fundamental que la aguja permanezca
holgada en el interior del conducto durante la irrigacidn, ya que permite que el irrigante produzca
un movimiento de fluidos, que tiene una accién de enjuague y puede desalojar desechos y
microorganismos de las paredes del conducto radicular hacia la superficie coronal, al tiempo que
evita la extrusion de éste hacia los tejidos periapicales. Una de las ventajas de la irrigacion con
jeringa es que permite un facil control de la profundidad de penetracion de la aguja dentro del

conducto y del volumen de irrigante.
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El alcance de la accion de enjuague que se logra cuando se emplea la irrigacion con jeringa es
muy modesto, ya que los irrigantes @ menudo no alcanzan mas de 1 mm de profundidad que la
punta de la aguja. La extension del fluido esta determinada por el didmetro del conducto, la forma
de la seccion transversal del conducto, la profundidad de colocacién y el diametro de la aguja,
que a menudo se localiza en el tercio coronal de un conducto estrecho o, en el mejor de los
casos, en el tercio medio de un conducto ancho (Ram Z, 1977; van der Sluis et al., 2006;
Boutsioukis C et al., 2010).

El método convencional de irrigaciéon con jeringa y aguja a menudo no logra administrar y
distribuir las soluciones de irrigacion de manera adecuada dentro del complejo sistema de
conductos radiculares, especialmente en el tercio apical y los istmos (Thomas et al., 2014; Deleu
et al., 2015; Versiani et al., 2015). La profundidad de penetracién de la solucion de irrigacion y
su capacidad para desinfectar las paredes de los conductos radiculares y los tubulos dentinarios
son, por lo tanto, limitadas. Para superar esta limitacién, se han propuesto métodos de activacion
complementaria como: la activacion dindmica manual (ADM), irrigacion ultrasénica pasiva (IUP),

irrigacién sénica (IS) o presion apical negativa (PAN) (Virdee et al., 2018).

Tras la irrigacion convencional con aguja y jeringa, es probable que las areas inaccesibles del
conducto y las irregularidades anatomicas alberguen desechos y bacterias. De igual manera, el
efecto vapor lock que se produce puede interferir en el movimiento del irrigante, lo que dificulta
el desbridamiento completo del sistema de conductos (Wu & Wesselink, 2001; Nair et al., 2005;
Wu MKk et al., 2006; Tay FR et al., 2010). Los factores que mejoran la eficacia de la irrigacidn con
jeringas incluyen una mayor proximidad de la aguja al apice (Goldman et al., 1976; Chow TW,
1983; Sedgley, 2005), un mayor volumen de irrigacién (Sedgley, 2004) y agujas de irrigacién de
calibre mas pequefio (Chow TW, 1983).

1.6.2. IRRIGACION ULTRASONICA PASIVA (IUP)

Los instrumentos ultrasonicos son aquellos cuya frecuencia vibratoria es mayor de 20 kHz. La
mayoria de los ultrasonidos dentales oscilan a frecuencias entre 25y 30 kHz, por lo que pueden
adaptarse facilmente para la agitacion de las soluciones irrigadoras (Plotino et al., 2007). Gran
parte de las piezas de mano ultrasénicas modernas son unidades piezoeléctricas, donde la
accion de la punta es lineal, creando una accion similar a un piston o golpeteo, con nodos y
antinodos a lo largo de la punta del instrumento que se encuentra dentro de la solucién irrigadora
(Plotino et al., 2007; Gulabivala et al., 2010).
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En la literatura se han descrito dos tipos de irrigacion ultrasénica. El primero es una combinacion
simultdnea de instrumentacién ultrasénica e irrigacion (IU). Mientras que el segundo tipo,

denominado irrigacion ultrasonica pasiva (IUP), funciona sin instrumentacion simultanea.

El término IUP fue utilizado por primera vez por Weller para describir un panorama de irrigacion
donde no habia instrumentacion o contacto de las paredes del conducto con un instrumento
endoddntico, por lo que el efecto era pasivo (Weller et al., 1980; Jensen et al., 1999). Con esta
tecnologia no cortante, se redujo el potencial de crear formas aberrantes dentro del conducto
radicular. Durante la IUP, la energia se transmite desde un instrumento oscilante al irrigante en
el interior del conducto radicular mediante ondas ultrasénicas. Esta energia induce la transmision
acustica (generacion de un flujo) y la cavitacién del irrigante (formacidn y colapso de burbujas
de vapor) alrededor del instrumento; generandose asi un movimiento continuo de éste y
mejorando la eliminacién de desechos (Walmsley, 1987; Ahmad et al., 1987; Ahmad et al., 1988;
Brennen, 1995; van der Sluis et al., 2007; Macedo et al., 2014). Por un lado, esta transmision
acustica causa la desaglomeracion de las biopeliculas bacterianas dentro del conducto radicular,
pudiendo asi provocar que las bacterias planctdnicas resultantes sean mas susceptibles a la
actividad bactericida de NaClO (Joyce et al., 2003). La cavitacion por otro lado, puede producir
un debilitamiento temporal de la membrana celular, haciendo que las bacterias sean mas
permeables al NaClO. La IUP también puede provocar un aumento en la temperatura del
irrigante, lo que se traduce en el aumento de la concentracion de cloro disponible, resultando en
una disolucion mayor de colageno (Frais & Gulabivala, 2001; Woodmansey KF, 2005; Dumitriu

& Dobre, 2015). Las temperaturas exactas alcanzadas no han sido bien documentadas.

La literatura endodontica sostiene que es mas ventajoso aplicar ultrasonidos después de la
finalizacion de la preparacion del conducto (Zehnder M, 2006). Ademas, manifiesta que la
transmision acustica se maximiza cuando las puntas de los instrumentos vibran libremente en
una solucién, potenciandose el efecto de micro-transmision para la eliminaciéon de desechos
(Lumley et al., 1993). Estudios clinicos e in vitro han demostrado una mayor eficacia de la
activacion ultrasénica que la irrigacién convencional en la eliminacién de tejido pulpar y restos
de tejido duro; y aunque varios estudios han demostrado una mayor actividad antimicrobiana
(Cherian et al., 2016, Pladisai et al., 2016, Bao et al, 2017), los hallazgos aun no son
concluyentes (Paiva et al., 2013, Caputa et al., 2019).
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Métodos de aplicacion de irrigacién durante IUP

Existen dos métodos de irrigacion durante la aplicacion de IUP, ya sea mediante irrigacion
continua a través de la pieza de mano ultrasonica, o mediante la administracion intermitente del
irrigante y activacion posterior (Cameron JA, 1988). En la técnica de irrigacién intermitente, el
irrigante se introduce en el conducto radicular con una jeringa y aguja, se activa ultrasénicamente
y se irriga nuevamente. La cantidad de irrigante que fluye a través del conducto se puede
controlar porque se conocen tanto la profundidad de penetracién de la aguja como el volumen
de irrigante administrado. El irrigante se activa con el uso de un instrumento ultrasénico. El
conducto radicular se enjuaga con irrigante fresco para eliminar los restos desalojados o
disueltos de las paredes del conducto. Esto no es posible con el uso del régimen de lavado
continuo. Ambos métodos de irrigacién han demostrado ser igualmente efectivos para eliminar
restos de dentina del sistema de conductos radiculares (van der Sluis et al., 2006; Tanomaru et
al., 2016; Chan et al., 2019) siempre y cuando el conducto radicular sea irrigado durante 3

minutos (van der Sluis et al., 2009).

1.6.3. IRRIGACION ACTIVADA CON LIMA XP-ENDO FINISHER

El instrumento XP-Endo Finisher (FKG Dentaire, La Chaux-de-Fonds, Suiza) se presentd con la
promesa de mejorar la limpieza y la desinfeccion del sistema de conductos radiculares mientras
preserva la dentina. Se ha propuesto para ser empleado como Ultimo paso en la desinfeccion de
conductos. Este es un instrumento no coénico de tamafio #25, hecho de aleacion
MaxWire de niquel-titanio (NiTi) (Martensite-Austenite Electropolish FleX). A temperatura
ambiente, el instrumento es recto en su fase martensitica, pero a la temperatura corporal cambia
ala fase austenitica y desarrolla una forma de cuchara (Debelian & Trope, 2015); cuando se gira
y se mueve hacia arriba y hacia abajo en el interior del conducto, esta forma hace que el
instrumento se expanda y se contraiga para tocar las paredes del conducto y agitar la solucion
irrigadora (Paiva et al., 2013; Debelian & Trope, 2015), pudiendo de esta manera, ayudar a
eliminar las biopeliculas de areas anatdémicas de dificil acceso (Bao et al., 2017). Un estudio
reciente ha encontrado una mejor distribucién de la solucion con XP-endo Finisher en
comparacidn con la activacion ultrasonica en todo el conducto mesial de molares mandibulares,
especialmente en el tercio apical (Pacheco-Yanes et al., 2019). Sin embargo, otro estudio no
obtuvo diferencias entre los dos sistemas de activacion referente tanto a la reduccion de los

desechos de tejidos duros acumulados dentro del sistema de conductos radiculares, como a la
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eliminacion de bacterias (Leoni et al., 2017; Nidambur et al., 2020; Alvarez-Sagies et al., 2021).
Hasta ahora, algunos estudios sobre la actividad antimicrobiana de XP-endo Finisher muestran
que es mas eficaz que la activacidn ultrasonica para reducir la carga bacteriana en las paredes
principales del conducto radicular y en el interior de los tubulos dentinarios (Alves et al., 2016;
Azimetal., 2016; Bao et al., 2017). Sin embargo, su actividad de limpieza y antimicrobiana dentro
de las irregularidades del conducto radicular como los istmos sigue siendo un tema de debate
(Alves et al., 2016; Bao et al., 2017; Pacheco-Yanes et al., 2019).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El éxito del tratamiento endoddntico depende en parte de la eliminacion de las biopeliculas
microbianas del sistema de conductos radiculares mediante procedimientos quimico-mecanicos
(irrigacién/instrumentacion). La compleja anatomia del sistema de conductos dificulta la accion
de los instrumentos, por lo que la irrigacion juega un papel fundamental en la limpieza y
desinfeccién de las zonas no instrumentadas (Haapasalo et al., 2000). Sin embargo, la
desinfeccion de estas areas es un reto en el tratamiento endodéntico debido a la dificultad que
tienen las soluciones irrigadoras para penetrar en ellas. Aunque la activacion de las mismas
mejora la distribucion del irrigante y la limpieza del conducto (Virdee et al., 2018), hasta la fecha
ninguno de los métodos empleados reduce significativamente las biopeliculas en los istmos y en
los conductos radiculares. La solucion combinada de NaClO y HEDP ha demostrado una
prometedora capacidad antimicrobiana y habilidad de eliminar el barrillo dentinario (Lottanti et
al., 2009; Arias-Moliz et al., 2014; Arias-Moliz et al., 2015). Sin embargo, apenas hay informacion
sobre su accidn tras la activacion por distintos sistemas tanto en el conducto principal como en

los istmos.
Por ello, los objetivos de esta Tesis Doctoral fueron:

Determinar la actividad antimicrobiana de la mezcla de hipoclorito de sodio y acido etidrénico
utilizando diferentes métodos de irrigacion que incluyen irrigacion convencional, activacion
ultrasénica y activacion con la lima XP-endo Finisher, durante la preparacion quimico-mecamica,
frente a biopeliculas microbianas crecidas en conductos radiculares e itsmos.

Comprobar si hay diferencias en la actividad antibiopelicula utilizando los diferentes métodos de

irrigacion, en los tercios coronal, medio y apical.
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MATERIAL Y METODOS

3.1. OBTENCION DE LA RAICES MESIALES Y SOLUCIONES IRRIGADORAS

Las raices mesiales se obtuvieron de molares inferiores humanos extraidos vy libres de caries.
Estos se almacenaron en solucion de timol al 0,1% a 4°C hasta su uso. El empleo de dientes de
origen humano con fines de investigacion fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion
Humana de la Universidad de Granada (UGR-438). Los dientes se sometieron a un bafio
ultrasénico con agua (BRANSONIC® Ultrasonic Cleaner, 5510E-MT, Branson Ultrasonics
Corporation, Danbury, CT, EEUU) con el objeto de limpiar los restos de tejido periodontal y
depositos mineralizados. Posteriormente se decoronaron cortando a nivel de la union
amelocementaria con una maquina de corte Accuton-50 (Struers, Copenhagen, Dinamarca) a
una velocidad de 3.200 rpm e irrigacion abundante con agua (Figura 3.1.). Una vez

decoronados, se cortaron las raices mesiales y el resto se desechd.

Para confirmar la presencia de istmos, se realizaron tomografias computarizadas de haz cénico
(CBCT, Planmeca ProMax 3D; Planmeca, Helsinki, Finlandia) a todas las raices y se observaron
los istmos en las diferentes secciones: axial, sagital y coronal. Las raices seleccionadas fueron
las que presentaban un istmo tipo V bajo la clasificacion de Hsu y Kim (Hsu & Kim, 1997), es
decir, con una comunicacion completa o un corredor entre los dos conductos. Basandose en
esta clasificacion, se incluyeron especimenes que tenian dos tipos de anatomias de canales
radiculares: dos canales radiculares con un istmo continuo desde el tercio cervical al tercio apical
(tipo 1); y dos conductos radiculares con un istmo continuo desde el tercio cervical hasta el tercio
medio y un conducto en el tercio apical (tipo 2). Un total de cincuenta y seis muestras cumplieron

los criterios, 28 de ellos de tipo 1y 28 de tipo 2.

Las soluciones irrigadoras que se emplearon fueron: NaClO al 2,5% (Panreac Quimica SA,
Castellar del Vallés, Espafia) y HEDP al 9% (Cublen K8514GR; Zschimmer & Schwarz,

Mohsdorf, Alemania) en combinacion.

Para preparar las combinaciones de NaClO y HEDP, las soluciones se prepararon por separado
al doble de su concentracion (NaClO al 5%; HEDP al 18%) y posteriormente se mezclaron
volumenes iguales en una proporcion 1/1 (volumen/volumen), obteniendo las concentraciones

finales antes citadas.
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Figura 3. 1. Corte de un molar para obtener la raiz mesial con la maquina Accuton-50.

3.2. PREPARACION DE LOS CONDUCTOS RADICULARES

Los conductos radiculares fueron instrumentados con limas K del #15 al #25 (Colorinox, Maillefer
SA, Ballaigues, Suiza) y agua destilada como irrigante. Se elaboraron moldes de silicona
(ZHERMACK elite® HD+, Rovigo, Italia) de cada raiz con el objetivo de poder manipularlas una
vez contaminadas (Figura 3.2.). Seguidamente las raices se seccionaron horizontalmente en
tres tercios, coronal, medio y apical (Figura 3.3.), empleando un disco de corte de diamante
(355514220 HP; Edenta AG, Au, St. Gallen, Suiza) y con la ayuda de un calibre digital (Mahr,
MarCal 16EW, Esslingen, Alemania).

La anatomia de los conductos se confirmé nuevamente observando la superficie coronal de cada
tercio en una lupa estereoscdpica (OLYMPUS, SZ-PT, Jap6n) (Figura 3.4.). El barrillo dentinario
formado durante la preparacion de las raices se elimind sumergiéndolas en EDTA al 17%
durante 5 minutos seguido de un lavado con agua destilada en bafio de ultrasonido para eliminar
los restos de EDTA. A continuacidn, las raices divididas en tercios y los moldes de silicona fueron

esterilizados en autoclave.
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Figura 3.2. Preparacion del molde de silicona.

Conductos radiculares
A B C

Tercio
cervical

Tercio
medio

Tercio
apical

Figura 3.3. Representacion esquematica de la preparacion de las muestras de tipo 1. A, se fabricé un molde
de silicona de cada muestra; B, las raices se seccionaron horizontalmente en tres tercios; C, los tres tercios se
ensamblaron con cera utility y la muestra ensamblada se colocd en el molde de silicona.
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Figura 3.4. Raiz mesial dividida en tres tercios (coronal, medio y apical, de izquierda a derecha) observada
bajo lupa estereoscdpica. En los tercios coronal y medio se aprecia istmo que comunica los dos conductos. En
el tercio apical hay un unico conducto sin istmo.

Una vez estériles, todos los procedimientos se realizaron dentro de una camara de flujo laminar
(Telstar, Bio-II-B, Barcelona, Espafia) para evitar contaminaciones. Los tercios se ensamblaron
con cera y el apice también se sellé con cera para crear un sistema cerrado y evitar la extrusion

del irrigante. Las muestras ensambladas se colocaron en los moldes de silicona.

3.3. INFECCION DE LOS CONDUCTOS RADICULARES

Para la contaminacion de las muestras se empled una cepa de E. faecalis CECT 795 (Coleccion
Espariola de Cultivos Tipo, Burjasot, Valencia). Los medios de cultivo que se utilizaron en este
estudio fueron BHI (Brain Heart Infusion, Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafa) agar y
caldo, en ambos casos suplementados con glucosa al 1,3%. Las bacterias se mantuvieron en

tubos en lengieta con agar BHI suplementado con glucosa a 4°C para su posterior utilizacion.

Los conductos radiculares se contaminaron con una suspension de E. faecalis de
aproximadamente 107 unidades formadoras de colonias por mililitro (ufc/ml). Para obtenerla, se
realiz6 una suspension en caldo BHI ajustada a una densidad dptica 1.0 de la escala de
McFarland en un turbidimetro (bioMérieux S.A. Fraonce, modelo DensiCHEK™ plus 180330-1,
Lyon, Francia). Esta suspension se diluy6 1/30 en BHI. Para contaminar las raices se afiadieron
10 pl de la suspension bacteriana en el conducto radicular. (Figura 3.5.). Las muestras
contaminadas se colocaron durante cinco minutos en bafio ultrasénico para facilitar la

distribucion del caldo en el interior del sistema de conductos y posteriormente se incubaron a
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37°C durante una semana. Para asegurar la disponibilidad de nutrientes para las bacterias, cada

24 horas se afiadieron 10 ul caldo BHI estéril.

Figura 3.5. Inoculacion de los conductos radiculares con 10 pl de suspencion de E. faecalis.

3.4. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LAS SOLUCIONES PARA ELIMINAR BIOPELICULAS DE
ENTEROCOCCUS FAECALIS CRECIDAS EN EL INTERIOR DE LOS CONDUCTOS RADICULARES E
ISTMOS

Una vez crecidas las biopeliculas en el interior de los conductos radiculares, 7 raices de cada
tipo (tipo 1y 2) se distribuyeron al azar en cuatro grupos de estudio: un grupo de control positivo
y tres experimentales. Todas las raices de los grupos experimentales se instrumentaron
utilizando las limas rotatorias X1y X2 del sistema Protaper Next (Dentsly Maillefer, Ballaigues,
Suiza) y la soluciéon combinada NaClO al 2,5% y HEDP al 9% como irrigante. Las limas se
emplearon hasta la longitud de trabajo, que se establecié a 1 mm menos de la longitud obtenida
cuando la lima era visible a través del foramen apical. Cada conducto se irrigd con 3 ml de
solucién antes de cada lima y después de la ultima, por un total de 9 ml por conducto. Una vez

instrumentados, los conductos se sometieron a los siguientes protocolos de irrigacion final:

39



TESIS DOCTORAL

Grupo de irrigacion convencional

La administracion con jeringa de un mililitro de la mezcla de NaClO al 2,5% y HEDP al 9% se
realizb en cada conducto tres veces durante 30 segundos cada una, con un volumen total de
solucion irrigadora de 3 mly un tiempo de 90 segundos. La aguja se insertd a 1 mm de la longitud

de trabajo.

Grupo de activacion ultrasénica

La activacion del irrigante se realizé con un dispositivo de ultrasonido (DTE D7, Guangxi, China)
y una punta de ultrasonido Irrisafe #20 (Saletec, Burdeos, Francia) a una potencia de 3 y se
colocd a 1 mm de la longitud de trabajo. Un mililitro de la mezcla de NaClO al 2,5% y HEDP al
9% se aplicd en cada conducto durante 10 segundos, y posteriormente se activo durante 20
segundos, con una ligera rotacion de la pieza de mano alrededor del eje del conducto. Este ciclo
de 30 segundos se repitio tres veces para un volumen total de solucion de 3 ml y un tiempo de

90 segundos.
Grupo XP-endo Finisher

La lima se introdujo en el conducto hasta la longitud de trabajo y se activé a 800 rpmy 1-Ncm
de torque en un contra-angulo (Sirona Dental Systems GmbH, Bensheim, Alemania). Durante
la activacidn se realizaron movimientos lentos ascendentes y descendentes de 7 a 8 mm de
longitud para facilitar el contacto con toda la longitud del conducto, tal y como sugiere el
fabricante. Un mililitro de la mezcla de NaClO al 2,5% y HEDP al 9% se aplic6 en cada conducto
durante 10 segundos, tras lo cual la solucidn se activé durante 20 segundos. Este ciclo de 30
segundos se repitio tres veces, para un volumen total de irrigacion de 3 ml y 90 segundos por

conducto radicular.

Durante la preparacion quimico-mecanica, la irrigacion se realizé con una aguja de salida lateral
de 32 G conectada a una jeringa Luer Lock de 3 ml (Monoject, Covidien, Mansfield, MA, EE.UU.).
La aguja se movié hacia adentro y hacia afuera a lo largo del conducto radicular y también a lo
largo de su eje, sin exceder la profundidad de insercidn deseada, a fin de mejorar la limpieza del
conducto y distribuir el irrigante de manera homogénea alrededor de la punta de la aguja
(Boutsioukis et al., 2010). Todos estos procedimientos se realizaron dentro de una camara de
flujo laminar (modelo Bio-II-B; Telstar SA, Terrasa, Espafia) y la temperatura se mantuvo a 37
°C mediante un calentador (modelo B-I; Falc Instruments srl, Treviglio, Italia). Una vez

preparados, los conductos radiculares se lavaron con 3 ml de tiosulfato de sodio al 5% durante
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5 minutos para inactivar el NaClO, seguido de 3 ml de solucién salina. También se incluy6 un
grupo de control formado por siete muestras de cada tipo de conducto radicular que se
contaminaron pero no se trataron. Posteriormente, las raices se prepararon para ser observadas

al Microscopio Laser Confocal (MLC).

Previo a su observacion, las raices se retiraron de los moldes de silicona y la cera se elimind.
Las muestras se lavaron en solucion salina para eliminar los restos de cera. A continuacion, los
tres tercios de cada raiz se tifieron con los fluorocromos Syto-9 y ioduro de propidio (IP)
(Live/Dead, BacLigth, Invitrogen, Eugene, OR, Estados Unidos) (Netuschil et al., 2014). Ambos
fluorocromos tifien los acidos nucleicos, discriminando las bacterias viables de las muertas en
base a la integridad de la membrana. Los fluorocromos se prepararon siguiendo las instrucciones
del fabricante, para lo cual se mezclaron 1 ml de solucion salina con 1,5 ul de Syto-9y 1,5 pl de
IP. Para tefiir las muestras, cada una se sumergié en un pocillo de una placa de microtiter con
100 ul de la mezcla de los fluorocromos durante 15 minutos en oscuridad. Una vez tefiidas, las
muestras se lavaron con solucion salina y se observaron en el MLC (Leica, modelo TCS-SP5 I,
Wetzlar, Alemania) (Figura 3.6.). Para ello se montaron en placas 60 u-Dish (Ibidi, Martinsried,
Alemania) con aceite de montaje (BacLigth, Invitrogen, Eugene, OR, Estados Unidos). Las

longitudes de onda de absorcién/emision fueron 494/518 nm para Syto-9 y 536/617 nm para IP.

Figura 3.6. Microscopio Laser Confocal Espectral de Alta Velocidad y Multifotén Leica TCS-SP5 II.
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De cada tercio se escaned la superficie coronal. Se obtuvieron al azar dos volumenes confocales
microscdpicos por cada ubicacién (conducto radicular derecho, conducto radicular izquierdo, e
istmo) y tercio (cervical, medio y apical) (Chavez de Paz, 2009). Con el objetivo de seleccionar
al azar los volumenes, el técnico del MLC que no participd en la preparacion de la muestra, los
selecciono: de los conductos radiculares, uno en el extremo derecho y otro en el extremo
izquierdo de la circunferencia del conducto y en el caso de los istmos, uno en la entrada y otro
en el medio del istmo. Se calcul6 la media de los dos volimenes escaneados por ubicacion-
tercio. EI numero de datos (n) por grupo segun la ubicacion-tercio fue el siguiente y se calculd

de la siguiente manera:

- Conducto radicular - tercios cervical y medio (n = 28): nimero de datos del conducto radicular

derecho + izquierdo en configuraciones de conducto radicular tipo 1y 2.

- Conducto radicular - tercio apical (n = 21): numero de datos del conducto radicular derecho +

izquierdo en la configuracion tipo 1 + datos del Unico conducto radicular en apical del tipo 2.

- Istmo - tercios cervical y medio (n = 14): nimero de datos del istmo en las configuraciones tipo
1y2.

- Istmo - tercio apical (n = 7): numero de datos del istmo en la configuracién tipo 1.

Los volumenes escaneados fueron tomados usando un objetivo de inmersién de 40 x, 2 um de
step size y un formato de 512 x 512 pixeles. Cada imagen represent6 un area de 387,5 x 387,5
Mm. Para la cuantificacion se utilizé el software bioimage_L (http://www.bicimagel.com) (Chavez
de Paz, 2009). Los parametros evaluados en cada grupo fueron el biovolumen total y el

porcentaje de poblacion roja (células muertas).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de los datos se utilizd Sample Power 2.0 (IBM Inc., Chicago, IL, USA) para la
estimacién post hoc de la potencia estadistica al comparar los cuatro grupos de estudio por
parejas. Utilizando la prueba t para grupos independientes, con un nivel de significancia alfa =
0,05y una potencia del 80%, las diferencias estandarizadas (d) que se pueden detectar son 0,75
cuando n =28, 0,9 cuando n =21, 1,1 cuando n =14 y 1,6 cuando n = 7. La interpretacion de d,
segun la escala de Cohen (Cohen, 1988) ampliada por Sawilowsky (Sawilowsky, 2009), puede

ser la siguiente: mediano (0,5 a 0,8), grande (0,8 a 1,2) y muy grande (1,2 a 2,0).
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Tanto para los datos de biovolumen total como para el porcentaje de células muertas, el analisis
descriptivo se realizd mediante SPSS 15.0 (SPSS Inc.). Los calculos de los valores de p globales
se realizaron con el procedimiento REGRESS en SUDAAN 7.0 (RTI, RTP, NC) para ajustar el
agrupamiento (multiples ubicaciones por diente); cuando fue significativo (p < 0,05), se procedid
a las comparaciones pareadas mediante el procedimiento DESCRIPT en SUDAAN. Este
programa informatico permitio agrupar multiples localizaciones por diente. Tiene un disefio
factorial completo, con dos factores independientes: localizacién (conducto radicular e istmo) y
tercio (cervical, medio y apical). Se llevé a cabo un andlisis estratificado detallado. Los datos
originales del biovolumen de la biopelicula no tenian una distribuciéon normal, por lo que se
procedid a una transformacion logaritmica de base 10. La normalidad (para cada conjunto de
datos, localizacién-tercio y grupo) se comprob6é con la prueba de Kolmogorov-Smirnov

(resultados no mostrados).
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RESULTADOS

En las Tablas 4.1. y 4.2. se muestran los resultados relativos a los biovolimenes totales de
biopeliculas en los conductos radiculares e istmos tanto del grupo control como de los grupos
expuestos a los diferentes protocolos de irrigacion final.

El grupo de control mostrd biovolimenes de biopelicula similares en los tres tercios de los
conductos radiculares (p = 0,055) e istmos (p = 0,616) (Tablas 4.1.y 4.2.).

En general, la desinfeccion de los conductos radiculares mediante los diferentes protocolos de
irrigacion arrojo valores de biopelicula mas bajos que los istmos. El biovolumen en los conductos
radiculares se redujo significativamente en todos los grupos experimentales en todos los tercios
(p < 0,05) excepto en el protocolo que incluyd irrigacién convencional en el tercio apical, que no
mostré diferencias estadisticas con respecto al grupo control (p > 0,05). En los tercios cervical y
medio se observo un gradiente de efectividad significativo entre los grupos experimentales,
siendo el protocolo con activacion ultrasonica el que dio los biovolumenes mas bajos (p < 0,05),
seguido de XP-endo Finisher. El tercio apical fue el mas dificil de desinfectar en comparacion
con los otros tercios. No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en este tercio

entre los grupos activados (p > 0,05).

La desinfeccion del istmo varié segun el protocolo. El protocolo de irrigacién convencional mostro
valores intermedios sin diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control
o los dos protocolos activados (p > 0,05); sin embargo, los dos protocolos activados fueron
significativamente diferentes del grupo de control y mostraron valores de biovolumen
significativamente menores (p < 0,05). No se obtuvieron diferencias significativas entre la

activacion ultrasonica y XP-endo Finisher en los tercios medio y apical (p > 0,05).

Considerando la actividad de los diferentes protocolos por tercio en cada localizaciéon, en los
conductos radiculares la actividad antimicrobiana fue mayor en los tercios cervical y medio que
en el apical, a excepcion del protocolo con XP-endo Finisher, el cual no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los tres tercios (p = 0,784). A su vez, en los istmos no se
obtuvieron diferencias significativas entre los biovolimenes de los tres tercios en cada protocolo
de irrigacién (p = 0,396 para irrigacién convencional, p = 0,088 para activacion ultrasénica 'y p =
0,489 para XP-endo Finisher).
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Tabla 4.1. Biovolumen de biopelicula (Log10) en los conductos radiculares de los distintos tercios tras el
tratamiento con los protocolos de irrigacidn. Media + desviacién estandar.

Localizacion Tercio n

Conducto Cervical 28
radicular )
Medio 28
Apical 21
p-valor
global

Control
positivo

3,61+0,34"2

3,82+0,50"2

3,89+0,641a
0,055

Irrigacion
convencional

2,81+0,992a

2,95+0,9622

3,37+1,0410
0,017

Activacion
ultrasénica

2,17+0,61%a

2,06+0,69%2

2,53+0,6120
0,012

XP-endo
Finisher

2,59+0,5042

2,49+0,59232

2,56+0,7222
0,784

p-valor
global

<0,001
<0,001
<0,001

Leidas verticalmente, las mismas letras muestran diferencias que no son estadisticamente significativas (p > 0.05) en cada grupo
entre tercios, en el conducto radicular. Leidos horizontalmente, los mismos nimeros muestran diferencias que no son
estadisticamente significativas entre los grupos.

Los calculos del valor de p global se realizaron con el procedimiento REGRESS en SUDAAN para ajustar el agrupamiento (multiples
ubicaciones por diente); si fue significativo (p < 0.05), se procedi6 a las comparaciones pareadas mediante el procedimiento

DESCRIPT en SUDAAN.

n, nimero de datos/grupo segun la ubicacién-tercio de la siguiente manera:

Conducto radicular - cervical y medio: datos del conducto radicular derecho + izquierdo en configuraciones de conducto radicular

tipo1y2.

Conducto radicular - apical: datos del conducto radicular derecho + izquierdo en el tipo 1 + los Unicos datos del conducto radicular

en el tipo 2.
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Tabla 4.2. Biovolumen de biopelicula (Log10) en los istmos de los distintos tercios tras el tratamiento con
los protocolos de irrigacion. Media + desviacion estandar.

Localizacion Tercio n Control Irrigacion Activacion  XP-endo Finisher  p-valor
positivo convencional  ultrasénica global
Istmo Cervical 14 3,64+0,43'2  3,06+1,02'232 2 49+0,7222 3,130,37%a <0,001
Medio 14 3,7410,29'2  3,39£0,99'2 2 91+0,6622 3,28+0,65%a <0,001
Apical 7 3,770,332 344+093'%  294+0,8322 3,07+0,832a 0,020
p-valor 0,616 0,396 0,088 0,489
global

Leidas verticalmente, las mismas letras muestran diferencias que no son estadisticamente significativas (p > 0.05) en cada grupo
entre tercios en el istmo. Leidos horizontalmente, los mismos nimeros muestran diferencias que no son estadisticamente significativas
entre los grupos.

Los célculos del valor de p global se realizaron con el procedimiento REGRESS en SUDAAN para ajustar el agrupamiento (mdltiples
ubicaciones por diente); si fue significativo (p < 0.05), se procedio a las comparaciones pareadas mediante el procedimiento
DESCRIPT en SUDAAN.

n, nimero de datos/grupo segun la ubicacién-tercio de la siguiente manera:
Istmo - cervical y medio: datos del istmo en tipo 1y 2.

Istmo - apical: datos del istmo en tipo 1.

En relacion a los porcentajes de células muertas, éstos fueron similares para todos los grupos
(incluido el grupo control) en los tres tercios, tanto en los conductos radiculares e istmos (Tablas
4.3.y 4.4.). Tan solo se encontraron diferencias significativas en el tercio cervical del grupo XP-
endo Finisher, que fue significativamente menor que en los tercios cervicales de los otros grupos,
tanto en el conducto radicular como en el istmo (p < 0,001). De igual forma, el tercio apical del
grupo control en el istmo presentd un porcentaje de células muertas menor que el resto de los
tercios (p = 0,012).
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Tabla 4.3. Porcentaje de bacterias muertas en los conductos radiculares de los distintos tercios tras el
tratamiento con los protocolos de irrigacidn. Media + desviacion estandar.

Localizacion Tercio n Control Irrigacion Activacion XP-endo p-valor global
positivo convencional ultrasdnica Finisher

Conducto  Cervical 28 22,7+1551 27,5+13,4 1 29,3+1381 11,6+12,7 2 <0,001
radicular
Medio 28 19,0+17,7 26,5+24,6 26,2+22,0 19,3+23,9 0,548
Apical 21 16,2+14,7 20,6+20,9 24,9+29,1 10,1+11,7 0,157
p-valor 0,245 0,361 0,829 0,238
global

Leido horizontalmente, los mismos numeros muestran diferencias que no son estadisticamente significativas entre grupos.

Valores de p globales se realizados con el procedimiento REGRESS en SUDAAN 7.0 y las comparaciones pareadas DESCRIPT en
SUDAAN.

n: nimero de muestras por tercio y localizacion.

Tabla 4.4. Porcentaje de bacterias muertas en los istmos de los distintos tercios tras el tratamiento con los
protocolos de irrigacion. Media £ desviacion estandar.

Localizacién Tercio n Control Irrigacion Activacion XP-endo p-valor
positivo  convencional ultrasdnica Finisher global
Istmo Cervical 14 24,0+219%a  279+11,71 27,9+22,2 1 8,2+8,12 <0,001
Medio 14 20,0+18,22 27,9427 4 27,2417,3 11,6+16,3 0,063
Apical 7 9,848,3°P 18,6+21,6 20,1£37,1 13,7£15,5 0,627
p-valor 0,012 0,459 0,784 0,441
global

Leido verticalmente, las mismas letras muestran diferencias que no son estadisticamente significativas en cada grupo entre tercios,
Leido horizontalmente, los mismos numeros muestran diferencias que no son estadisticamente significativas entre grupos,

Valores de p globales se realizados con el procedimiento REGRESS en SUDAAN 7,0 y las comparaciones pareadas DESCRIPT en
SUDAAN,

n: numero de muestras por tercio y localizacion.

En la Figura 4.1. se muestran imagenes de MLC representativas de los conductos radiculares e

istmos del tercio apical tratados con los diferentes protocolos de irrigacién.
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Figura 4.1. Imagenes del Microscopio Laser Confocal (MLC) de la desinfeccidn del tercio apical a nivel del
conducto radicular y del istmo mediante diferentes protocolos de irrigacidén con la combinacién de NaCIO y
HEDP. A, conducto radicular contaminado (grupo control); B, istmo contaminado (grupo control); C, conducto
radicular tratado con protocolo de irrigaciéon convencional; D, istmo tratado con protocolo de irrigacion
convencional; E, conducto radicular después de activar la solucion con ultrasonidos; F, istmo después de activar
la solucién con ultrasonidos; G, conducto radicular después de activar la solucién con XP-endo Finisher; H,
istmo después de activar la solucién con XP-endo Finisher.
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DISCUSION

5.1. JUSTIFICACION METODOLOGICA

En este estudio se ha empleado la bacteria E. faecalis por estar altamente implicada en las
infecciones endodédnticas persistentes, en ocasiones en monoinfeccion (Engstrom B, 1964,
Sundqvist et al., 1998; Molander et al., 1998; Rogas et al., 2004). Esto es debido entre otros
motivos, a que presenta una amplia variedad de polimorfismos genéticos (Sedgley et al., 2004),
produce proteinas que le ayudan a adherirse a la dentina (Hubble et al., 2003), es capaz de
sobrevivir periodos largos de escasez de nutrientes utilizando el suero como fuente de alimento
(Figdor et al., 2003) y resiste la medicacion intraconducto con hidréxido de calcio (Haapasalo &
Orstavik, 1987; Orstavik & Haapasalo, 1990; Evans et al., 2002). E. faecalis se aisla tanto en las
paredes del sistema de conductos radiculares como en el interior de los tubulos dentinarios,

siendo capaz de penetrar una profundidad de 300-400 um (Orstavik & Haapasalo, 1990).

Se seleccionaron las raices mesiales de los molares mandibulares humanos debido a que éstas
presentan una alta incidencia de istmo que va del 54% al 100% (de Pablo et al., 2010; Harris et
al., 2013; Karunakaran et al., 2019). La frecuencia de istmo en estas raices disminuye a medida
que avanzamos hacia el tercio apical (Karunakaran et al., 2019). Este es el motivo por el que se
incluyeron raices con un istmo que conecta toda la longitud de los dos canales principales (tipo
1), asi como raices con istmos solo en los tercios cervical y medio (tipo 2). Por ello, el numero
de datos obtenidos del istmo del tercio apical es la mitad que el de los otros tercios, 7 frente a

14 por grupo.

Las raices se cortaron en tercios antes de ser contaminadas por dos razones. En primer lugar,
para confirmar la presencia de istmos mediante un microscopio estereoscopico. Previo a la
seccion por tercios, los istmos se identificaron por CBCT (Estrela et al., 2015; Neelakantan et
al., 2016). Sin embargo, las imégenes de CBCT han mostrado una sensibilidad limitada (65%-
75%) en la deteccion de istmos apicales en las raices mesiales de los primeros molares inferiores
(Tolentino et al., 2018; Tolentino et al., 2020). Este es el motivo por el que se decidi6é confirmar
su presencia mediante microscopio. En segundo lugar, las raices se cortaron para evitar
seccionar las muestras después de los protocolos de irrigacion, ya que hacerlo podria alterar la
muestra por la accion del disco de diamante y la capa de barrillo producido y, consecuentemente,

alterar la evaluacién mediante MLC.

La combinacién de NaClO y HEDP fue elegida como solucion de irrigacién Unica durante la

preparacion quimico-mecanica del conducto radicular. Esta solucion induce una quelacion
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continua que previene o reduce la formacion de barrillo dentinario y detritus de dentina en éreas
de dificil acceso, de forma similar al protocolo de irrigacion de NaClO seguido por EDTA (Lottanti
et al., 2009; Paqué et al., 2012). También exhibe una buena capacidad de disolucién de materia
organica (Tartari et al., 2015; Tejada et al., 2019) y actividad antimicrobiana frente a las
biopeliculas de la superficie de la dentina y en el interior de los tubulos dentinarios (Arias-Moliz
etal., 2014; Arias-Moliz et al., 2015; Morago et al., 2019). La solucién combinada ha demostrado
ser igual de efectiva en la desinfecciéon de dentina infectada durante la preparaciéon quimico-
mecanica que el protocolo de NaClO seguido de EDTA (Morago et al., 2019). Esta actividad
mejora cuando se activa mediante diferentes métodos que incluyen la activacion ultrasénica
(Neelakantan et al., 2015).

Los protocolos de irrigacién final fueron 3, irrigacion convencional con jeringa sin activar,
activacion con lima ultrasonica y activacion con lima XP-endo Finisher. La irrigacion
convencional consiste en distribuir un irrigante en el interior del sistema de conductos a través
de agujas de calibres variables, lo cual genera un movimiento de fluidos que tiene una accion de
enjuague y puede desalojar desechos y microorganismos de las paredes del conducto radicular
hacia la superficie coronal, al tiempo que evita la extrusion de éste hacia los tejidos periapicales.
Sin embargo, este método a menudo no logra administrar y distribuir las soluciones de irrigacién
de manera adecuada dentro del complejo sistema de conductos radiculares, especialmente en
el tercio apical y los istmos (Thomas et al., 2014; Deleu et al., 2015; Versiani et al., 2015). Por lo
tanto, es probable que estas areas inaccesibles del sistema de conductos alberguen desechos
y bacterias. De igual manera el efecto burbuja de aire o efecto “vapor lock” que se produce puede
interferir en el movimiento del irrigante en el interior del conducto, lo que dificulta el
desbridamiento completo del sistema de conductos (Wu & Wesselink, 2001; Nair et al., 2005;
Wu MKk et al., 2006; Tay FR et al., 2010). Para superar esta limitacion, se emplearon métodos de
activacion complementaria como son la irrigacion ultrasonica pasiva (IUP) y la agitacion del

irrigante mediante lima XP-endo Finisher.

Durante la IUP, la energia se transmite desde un instrumento oscilante al irrigante en el interior
del conducto radicular mediante ondas ultrasonicas. Esta transmision acustica causa la
desaglomeracion de las biopeliculas bacterianas dentro del conducto radicular, pudiendo asi
provocar que las bacterias planctonicas resultantes sean mas susceptibles a la actividad
bactericida de NaClO (Joyce et al., 2003). La cavitacién por otro lado, puede producir un

debilitamiento temporal de la membrana celular, haciendo que las bacterias sean mas
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permeables al NaClO. La IUP también puede provocar un aumento en la temperatura del
irrigante, lo que se traduce en el aumento de la concentracidn de cloro disponible, resultando en
una disolucion mayor de colageno (Frais & Gulabivala, 2001; Woodmansey KF, 2005; Dumitriu
& Dobre, 2015).

Por ultimo, se selecciono la lima XP-endo Finisher como Ultimo paso en la desinfeccion de
conductos debido a que su disefio y composicion permiten desbridar las biopeliculas de las
paredes del conducto radicular asi como distribuir la solucion irrigadora de un forma mas
eficiente (Paiva et al., 2013; Bao et al., 2017; Debelian & Trope, 2015). A temperatura ambiente,
este instrumento adopta una forma lineal, pero a temperatura corporal cambia su conformacion
a una forma de cuchara (Debelian & Trope, 2015). Dicha forma hace que el instrumento se
expanda y se contraiga para tocar las paredes del conducto y agitar la solucién irrigadora (Paiva
etal., 2013; Debelian & Trope, 2015), pudiendo de esta manera ayudar a eliminar las biopeliculas

de areas anatomicas de dificil acceso (Bao et al., 2017).

Tanto en la activacién con IUP como con lima XP-endo Finisher se realiz6 el protocolo de tres
activaciones de solucion de irrigacion durante 20 segundos en lugar de irrigacion y activacion
continua, ya que facilita la renovacién de la solucidn y proporciona una mejor limpieza del tercio

apical del conducto y del istmo (van der Sluis et al., 2010; Duque et al., 2017; Chan et al., 2019).

Para el estudio de la actividad antimicrobiana se empleé el microscopio laser confocal junto con
fluorocromos de viabilidad, que permite la visualizacion, cuantificacion y el estudio de la
viabilidad de las bacterias en funcién del estado de su membrana. La microscopia laser confocal
es una técnica microscopica de fluorescencia que presenta grandes ventajas frente a la
microscopia dptica tradicional. Entre ellas destacan una mayor resolucion, la posibilidad de
realizar secciones Opticas (el sistema es capaz de tomar imagenes a diferente profundidad en el
eje z), ofrece un mayor contraste debido a que elimina la luz procedente de las zonas fuera de
foco, permite la reconstruccién 3D de las estructuras a partir de las secciones 6pticas y facilita

el analisis de las imagenes obtenidas mediante diferentes sofwars (Martinez-Nistal et al., 1995).

Para la visualizacion de los microorganismos en este microscopio se emplearon los fluorocromos
Syto-9 y IP, del kit de viabilidad Live/Dead. Ambos tifien los acidos nucleicos discriminando las
células viables de las muertas en base a la integridad de la membrana. Syto-9 es una molécula
pequefia que atraviesa las membranas permeables y, cuando es excitada, emite una

fluorescencia verde. IP es una molécula que es impermeable a la membrana y no atraviesa las
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membranas intactas, por lo que solo se fija al ADN de bacterias con membranas dafiadas,
emitiendo una fluorescencia roja al ser excitado. Por otro lado, IP tiene mas afinidad por los
acidos nucleicos que Syto-9 y, por ello, cuando ambos fluorocromos estan presentes en una
célula, Syto-9 es desplazado de los &cidos nucleicos por IP y la célula se tifie con IP (Molecular
probes: Product information LIVE/DEAD® BacLight™ bacterial viability Kit. 2004, Boulos et al.,
1999).

El empleo de los fluorocromos unidos a la microscopia confocal permite el andlisis in situ de las
biopeliculas sin alterar su estructura. Con esta técnica, en este estudio hemos evaluado dos
parametros, la viabilidad y el biovolumen de células unidas a la dentina (Shen et al., 2010;
Guerreiro-Tanomaru et al., 2014). Hay que resaltar el interés en conocer los cambios en el
biovolumen tras el tratamiento con NaClO, el cual es un desorganizador de materia organica,

incluyendo las biopeliculas.

A pesar de las ventajas, esta técnica tiene ciertas limitaciones. La mas importante hace
referencia a los falsos negativos que se obtienen con aquellas bacterias que tienen membranas
dafiadas pero que pueden reanimarse si las condiciones del medio vuelven a ser favorables
(Shen et al., 2010). Estas células se tifien de rojo debido a alteracién de la integridad de sus
membranas (Kaprelyants & Kell, 1992; Kaprelyants et al., 1993; Shi et al., 2007). A pesar de
esta desventaja, el andlisis de al menos dos parametros, biovolumen total y porcentaje de células
con membranas dafiadas (muertas), permite obtener una mejor comprensién de la actividad
antimicrobiana de las soluciones. Aunque la denominacién correcta es células con membranas

dafadas, en este trabajo se ha utilizado el término células muertas.

Finalmente, para el analisis de las imagenes obtenidas en el MLC, se ha empleado el software
biolmage_L (Chavez de Paz, 2009).

5.2. ESTUDIO DE LA DESINFECCION DE CONDUCTOS RADICULARES E ISTMOS MEDIANTE
DIFERENTES PROTOCOLOS DE IRRIGACION

Este estudio evalu6 la actividad antimicrobiana de tres protocolos de irrigacion diferentes tanto
en conductos radiculares como en istmos. Los resultados mostraron que los protocolos que
incluyeron los métodos de activacion ultrasénica y XP-endo Finisher, mostraron una mayor
actividad antimicrobiana que la irrigacion convencional en los conductos radiculares. Esto no

ocurrio en los istmos, donde esta actividad fue similar para todos los grupos experimentales del
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estudio. Ninguno de los sistemas de activacion fue capaz de dejar libres de bacterias tanto los

istmos como los conductos radiculares en el tercio apical.

En el grupo de control, los niveles de contaminacion dentro de los conductos radiculares y los
istmos en los tres tercios no presentaron diferencias significativas, y las desviaciones estandar

no fueron muy altas, lo que indica que el método de contaminacion es valido.

En general, la reduccion del biovolumen de las biopeliculas en los conductos radiculares fue
mayor que en los istmos. Concretamente, la desinfeccion en los conductos radiculares fue mejor
en los tercios cervical y medio que en el tercio apical. El protocolo de irrigacion convencional
mostro los volumenes mas altos de biopelicula residual en estos dos tercios coronales en
comparacion con los otros grupos de estudio, aunque mostré una reduccion significativa con
respecto al grupo de control, lo que indica su capacidad para distribuir el irrigante de manera
adecuada en la luz del conducto (Brito et al., 2009; Johnson et al., 2012). Sin embargo, teniendo
en cuenta que la aguja se colocd a 1 mm de la longitud de trabajo y que la solucién generalmente
puede penetrar hasta 1 mm mas apical de la punta de la aguja, la limitada actividad en el tercio
apical puede explicarse por la dificultad de la solucion para entrar en contacto con la biopelicula
bacteriana dentro de esta ubicacion. Por este motivo, la activacion de las soluciones irrigadoras
parece ser necesaria para el proceso de desinfeccion, a fin de potenciar el contacto de las

soluciones con las paredes de la dentina y optimizar la limpieza de toda la longitud del conducto.

Los protocolos que incluyeron la activacion del irrigante lograron una mayor reduccion de la
biopelicula bacteriana en los conductos radiculares. En general, la activacion ultrasénica obtuvo
mayores porcentajes de reduccion que XP-endo Finisher, aunque no se observaron diferencias
en los tercios medio y apical en los dos protocolos. A pesar de que se ha demostrado una
actividad antimicrobiana significativa con la activacion ultrasonica en el conducto principal
(Neelakantan et al., 2015), los estudios que comparan ambos protocolos de activacion apuntan
hallazgos algo controvertidos. Mientras que un estudio reportd una mayor desinfeccion
empleando el ultrasonido (Sasanakul et al., 2019), otro observé una actividad similar de ambos
métodos de activacion (Alves et al., 2016), y un tercero informé una mayor efectividad con XP-
endo Finisher que con ultrasonido (Bao et al., 2017). Estas diferencias pueden explicarse por los
diversos disefios experimentales en los diferentes trabajos, asi como por el tipo y toma de
muestra, la evaluacion microbioldgica, el tipo y volumen de solucion de irrigadora, el protocolo
de activacion y la anatomia del conducto radicular. Sin embargo, en general, y de acuerdo con

nuestros resultados, las diferencias encontradas entre los dos métodos de activacion en las

59



TESIS DOCTORAL

paredes del conducto radicular fueron menores, especialmente en los tercios medio y apical
(Bao et al., 2017; Sasanakul et al., 2019), lo que pone de manifiesto la capacidad de ambos

protocolos para lograr una mejor desinfeccion en areas de facil acceso.

Por lo que respecta al istmo, en general éste fue mas dificil de desinfectar que las paredes del
conducto radicular. La irrigacion convencional no logré reducir la biopelicula dentro de toda esta
localizacién, mostrando una capacidad limitada para distribuir la solucién en areas de dificil
acceso, como se demostro previamente por diversos estudios (Thomas et al., 2014; Versiani et
al., 2015; Deleu et al., 2015; Pacheco-Yanes et al., 2019). La reduccién de la biopelicula en el
istmo fue ligeramente mayor con los dos protocolos de activacion, dando valores similares en
los tres tercios. Sin embargo, ésta no mostro diferencias significativas con respecto a la irrigacion
convencional. Estos resultados indican que la accion fisica proporcionada por el disefio y el
movimiento helicoidal de la lima XP-endo Finisher, asi como la transmision acustica y la
cavitacion producida por la punta ultrasénica, pueden haber favorecido que el irrigante alcance
areas previamente intactas y desplace parte de las biopeliculas bacterianas (Debelian & Trope
2015; Yasui 2018; Caputa et al., 2019). Aun asi, aunque estos grupos activados redujeron
significativamente la biopelicula dentro del istmo en comparacién con el control, la reduccion no
fue significativa con respecto al grupo de irrigaciéon convencional; es decir, su efectividad fue

limitada.

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con los del Unico estudio que evalué la
actividad antimicrobiana de la activacion ultrasénica y la lima XP-endo Finisher en el istmo y las
areas de dificil acceso de los molares mandibulares (Alves et al., 2016). Puede ser que el flujo
de irrigante generado por la aguja o por la agitacion por medios mecanicos y ultrasdnicos, no
sea suficiente para mejorar la penetracion y llenado de la zona del istmo (Pacheco-Yanes et al.,
2019). Por otro lado, la turbulencia producida por los sistemas de activacion dentro del conducto
radicular podria favorecer la acumulacion de detritus y bacterias, dificultando el acceso de la
solucién irrigadora a areas de dificil acceso (Hsieh et al., 2007; van der Sluis et al., 2007; Al-Ali
etal., 2012).

Teniendo en cuenta los resultados sobre la ausencia de diferencias en la desinfeccion de los
istmos entre los tres protocolos de irrigacion, la mayor efectividad de los grupos activados con
respecto a la irrigacion convencional en los conductos radiculares podria explicarse por la accion
fisica de la punta ultrasénica y la XP-endo Finisher en las paredes del conducto radicular, lo cual

podria haber ayudado a eliminar las biopeliculas bacterianas de manera mas eficaz. No existe
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consenso en la literatura con respecto a la actividad antimicrobiana de la irrigacion convencional
en contraposicion a la activacion ultrasénica. Revisiones recientes (Caputa et al., 2019; Silva et
al., 2019) informan que un gran porcentaje de los estudios de laboratorio encontraron un efecto
antimicrobiano superior con la irrigacion ultrasonica pero los ensayos clinicos no detectaron una
mayor reduccion de la carga microbiana o aumento del éxito clinico mediante la activacion
ultrasénica en comparacion con la irrigacién convencional. Ademas, es importante tener en
cuenta que la accién fisica de la activacion ultrasénica depende de las condiciones locales de
aplicacion, como el tamafio de la punta de ultrasonido, las propiedades de la superficie de la
punta, la geometria del conducto radicular y la direccién de la oscilacion (Ahmad et al., 1988;
Roy et al., 1994; Jiang et al., 2010). De hecho, la oscilacion de la lima hacia la irregularidad del
conducto radicular limpia los desechos de esta ubicacion de manera més efectiva (Jiang et al,
2010). Por lo tanto, la ligera rotacién de la pieza de mano ultrasonica realizada en este estudio
durante su aplicacion puede haber influido en la baja actividad dentro de los istmos, por lo que
se podria esperar una mayor efectividad si la oscilacién de la lima se dirige hacia el istmo. Por
otra parte, la accién quimica de la solucién podria ser aun mas relevante que la accién fisica (De
Meyer et al., 2017), lo que explicaria las leves diferencias que observamos entre el grupo de

irrigacién convencional y los grupos activados.

La mayor dificultad para desinfectar el tercio apical de los conductos radiculares e istmos
encontrados en este estudio podria extrapolarse en general a la anatomia irregular presente en
este tercio. De hecho, ningun sistema de activacion, penetra y elimina las biopeliculas dentro de
las irregularidades anatomicas del sistema de conductos (particularmente en el tercio apical),
aunque estos sistemas de activacion, IUP y la lima XP-endo Finisher son los mas efectivos en
general (de Gregorio et al., 2010; Spoorthy et al., 2013; Bao et al., 2017; Mohmmed et al., 2018).
Esto sugiere que su uso como método de irrigacion complementario podria mejorar la

desinfeccién de las irregularidades anatémicas del tercio apical.

En este estudio, el MLC ayudd a evaluar in situ la viabilidad, ubicacion y distribucion de las
biopeliculas bacterianas dentro del sistema de conductos radiculares, una contribucién
novedosa especialmente por los istmos. En cuanto a la viabilidad de las bacterias residuales,
ninguno de los protocolos de irrigacion fue eficaz para matar las bacterias en las paredes del
conducto radicular y los istmos; los bajos porcentajes de muerte en los diferentes grupos de
estudio fueron similares a los del grupo control. Tan sélo se encontraron diferencias significativas

en el tercio cervical del grupo XP-endo Finisher que mostr6 porcentajes de muerte menores que
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los otros grupos, tanto en el conducto radicular como en el istmo. Esta falta de accion
antimicrobiana obtenida en general, en gran parte inesperada, puede no ser muy relevante, ya

que refleja la viabilidad bacteriana solo del biovolumen residual que ya esta reducido.

Los resultados obtenidos deben considerarse con cierta cautela, porque la anatomia del
conducto radicular puede variar entre muestras, lo que podria influir en los resultados. No
obstante, el hecho de que los parametros experimentales fueron estandarizados y controlados,
incluyendo la solucion irrigadora, volumen, temperatura, tiempo de activacion, tipo de aguja y
profundidad de colocacién de la aguja, da rigor a los hallazgos obtenidos. Finalmente, para
confirmar los resultados se necesitan mas estudios con sistemas de conductos estandarizados
que evaluen el comportamiento de los protocolos de irrigacion dentro de los istmos y que también

incluyan soluciones convencionales como NaClO y EDTA.
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PRIMERA: En los conductos radiculares, la activacion ultrasdnica y con la lima XP-endo Finisher
de la solucién combinada de NaCIO y HEDP mostr6 una mayor eficacia que la irrigacién
convencional. En los istmos, no se observaron diferencias entre los dos métodos de activacion

y la irrigacion convencional.

SEGUNDA: En relacion a los tercios, el tercio apical de los conductos radiculares fue el mas
dificil de desinfectar en comparacion con los otros tercios, siendo la irrigacion convencional con
la solucion combinada de NaClO y HEDP el método menos efectivo. En los istmos, ninguno de

los métodos de activacion consiguié reducir las biopeliculas microbianas en los tres tercios.
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CONCLUSIONS

FIRST: In root canals, ultrasonic and XP-endo Finisher activation of the combined solution of
NaOCI and HEBP showed a higher efficacy than conventional irrigation. In the isthmuses, no

differences were observed between the two activation methods and conventional irrigation.

SECOND: In relation to the thirds, the apical third of the root canals was the most difficult to
disinfect compared to the other thirds, with conventional irrigation with the combined solution of
NaOCI and HEBP being the least effective method. In the isthmuses, none of the activation

methods succeeded in reducing microbial biofilms in all three thirds.
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