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Resumen

. Objetivo: Determinar la efectividad antimicrobiana de la terapia fotodindmica
aplicando diferentes tiempos de pre irradiaciéon en conductos radiculares contaminados con
Enterococcus faecalis (Ef). Método: este estudio experimental in vitro se realizé en 40
premolares inferiores uniradiculares humanos, previa eliminacién de impurezas con hipoclorito
de sodio 2.5%, se procedié a uniformizar la longitud a 15 mm, después de la preparacion
biomecdanica del conducto se procedié a la inoculacién de Ef ATCC 29212 con jeringa de
tuberculina hasta el sobrepase apical, para ser incubadas por 21 dias a 37°C, finalmente fueron
divididos en un grupo control y tres grupos experimentales para la aplicacién de terapia
fotodindmica (TFD) con una longitud de onda de 660nm., energia de 9J, azul de metileno al
0,005% y tiempos de pre irradiacion de 1, 3 y 5 minutos. Resultados: el grupo control presentd
mayor colonizacién de UFC/ml (26600,00) y, el grupo TFD con tiempo de pre irradiacién a 5
minutos presenté menor colonizacién de UFC/ml (400,00). El coeficiente de correlacion de
Spearman fue negativa e inversa (-0,715); lo que indica a mayor tiempo de pre irradiacion fue
menor la formacién de UFC/ml. En comparaciones multiples entre los grupos de estudio y
control observamos que los grupos; tiempo de pre irradiacién 5 minutos-grupo control; tiempo
de pre irradiacion 3 minutos-grupo control y tiempo de pre irradiacién 1minuto-grupo control
fueron estadisticamente significativos (p<0,05). Conclusiones: La terapia fotodindmica redujo
las UFC/ml. de Enterococcus faecalis, independientemente a los tiempos de pre irradiacion,
siendo el de 5 minutos el que obtuvo menor conteo bacteriano. Se demostré utilidad en la
reduccion de UFC in vitro, pero se encontrd limitaciones en la estandarizaciéon de metodologia.

Palabras clave: Enterococcus faecalis, TFD, tiempo de pre irradiacién, conductos

radiculares, efectividad antimicrobiana.
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Abstract

Objective: To determine the antimicrobial effectiveness of photodynamic therapy by applying
different pre-irradiation times in root canals contaminated with Enterococcus faecalis (EF).
Methodology: this experimental in vitro study was conducted in 40 human single-roots lower
premolars, after removing impurities with sodium hypochlorite 2.5%, the length was
standardized to 15 mm, after the biomechanical preparation of the duct proceeded to inoculated
with EF ATCC 29212 with tuberculin syringe until the apical surpass, to be incubated for 21
days at 37°C, finally divided into a control group and three experimental groups for the
application of photodynamic therapy (FDT) with a laser of wavelength 660 nm., 9J energy,
0.005% methylene blue and pre-irradiation times of 1, 3 and 5 minutes. Results: the control
group presented greater colonization of CFU/ml (26600.00) and the PDT group with pre-
irradiation time at 5 minutes presented a lower colonization of CFU/ml (400.00). Spearman's
correlation coefficient was negative and inverse (-0.715); which indicates that, the longer the
pre-irradiation laser exposure time, the lower the formation of CFU/ml. In multiple
comparisons between the study and control groups we observed that the groups; FDT with pre
irradiation time 5 minutes-control group; FDT with pre irradiation time 3 minutes-control
group and FDT with pre-irradiation time 1minute-control group were statistically significant
(p<0,05). Conclusions: The Photodynamic therapy reduced CFU/ml. of Enterococcus faecalis,
regardless of pre irradiation times, with 5 minutes being the one with the lowest bacterial count.
It was shown to be useful in reducing CFU in vitro, but limitations were found in the
standardization of methodology.

Keywords: Enterococcus faecalis, FDT, pre-irradiation time, root canals, antimicrobial

effectiveness



IL-  INTRODUCCION

La bacteria Enterococcus faecalis es considerada el microorganismo comunmente
localizado en conductos radiculares infectados, se aisla en modo de biopeliculas, lo que la hace
tener mayor resistencia a distintos tratamientos antimicrobianos. (Hamed et al., 2022) Por ello,
la finalidad del tratamiento endoddntico es lograr la maxima desinfeccion de microorganismos
y sus toxinas de los conductos radiculares, asi como la prevencion de una reinfeccion.
(Siqueira, 2001)

El avance de la tecnologia y el sustento cientifico ha permitido la aplicacién de
diferentes métodos terapéuticos para combatir las biopeliculas en el drea de endodoncia, como:
aplicacion de ozono, alternativas a base de aceites naturales antibacterianos y técnicas asistidas
por laser, que incluye a la terapia fotodindmica. (Kishen, 2012)

En los dltimos afios se han venido reportando publicaciones donde describen diferentes
técnicas del uso del laser para lograr disminuir la carga bacteriana en los conductos radiculares.
Estas terapias son aliadas del tratamiento endoddntico convencional, ya que permiten reducir
o tener un mejor control de las infecciones de origen pulpar, entre estas alternativas se
encuentra la terapia fotodindmica. (Sahar-Helft et al., 2013)

La terapia fotodindmica asocia el uso de un colorante o fotosensibilizante no téxico
aplicado en el conducto radicular, que al absorber una luz monocromatica de intensidad baja
produce una serie de reacciones como formacién de oxigeno singlete, que es el estado excitado
de esta molécula, causando asi un potente efecto bactericida.(Moan y Berg, 1991) Ademads, la
aplicacion del fotosensibilizante requiere un periodo de difusién, conocido como tiempo de pre
irradiacién el cual puede comprender varios minutos antes de ser irradiado con luz laser.

1.1. Descripcion y formulario del problema
La desinfeccidn del sistema de conductos radiculares es un aspecto clinico de relevancia

en el drea de endodoncia. Los instrumentos mecdnicos por si solos no son eficaces para reducir



los recuentos bacterianos en los conductos radiculares infectados debido a la compleja
anatomia del sistema de conductos. Por ello, el tratamiento de endodoncia fallido esta asociado
con frecuencia a la presencia de bacterias dentro de los conductos radiculares. (Schiffner et
al., 2014)

La bacteria Enterococcus faecalis ha sido el microorganismo mds comunmente
encontrado en infecciones periapicales, debido a sus caracteristicas especificas, tales como:
capacidad de colonizar la dentina y los tibulos dentinarios, lo que dificulta su sola eliminacion
mediante la preparacion mecdnica, e incluso pueden resistir la medicacion intracanal en los
conductos radiculares por su gran potencial de invasion intra tubular, ademas de presentar
algunos factores de virulencia. (Duggan y Sedgley, 2007)

La preparaciéon quimico-mecdnica es el paso mds importante en el control de la
infeccion del conducto radicular, el uso de irrigantes con propiedades antibacterianas como el
hipoclorito de sodio, clorhexidina y 4cido etilendiaminotetraacético, resulta acertado, sin
embargo, algunos de estos compuestos tienen efectos citotoxicos y neurotéxicos cuando se
llega a los tejidos periapicales. (Arneiro et al., 2014) Otros factores a mencionar son la
incapacidad de los irrigantes a penetrar los tdbulos dentinarios sobre todo en la porcion apical,
y la resistencia de las distintas cepas bacterianas. (Orstavik y Haapasalo, 1990)

Con la finalidad de mejorar las capacidades y propiedades antimicrobianas del
tratamiento convencional, se han propuesto nuevos enfoques, instrumentos y medicamentos.
Entre ellos encontramos a la terapia fotodindmica, la cual se ha propuesto como una novedosa
modalidad de tratamiento de manejo de infecciones de microrganismos. (Konopka y Goslinski,
2007)

Esta técnica puede lograr la muerte de distintos tipos de bacterias mediante el uso de
fotosensibilizante exdgenos como el cloruro de tolonio o el azul de metileno. Estudios in vitro

han demostrado su capacidad para eliminar bacterias orales fotosensibilizadas como E. faecalis



y, mds recientemente, se ha demostrado la destruccion de microrganismos in vivo en el sistema
de conductos radiculares. (Lee et al., 2004)

Para la aplicacion clinica de la terapia fotodindmica, se debe conocer la fuente de luz a
emplear, el tipo y concentracion del fotosensibilizante a usar y el tiempo de pre-irradiacion,
que se define como el tiempo en el cual el fotosensibilizante queda en contacto con la bacteria,
se expresa en los minutos necesarios para que éste se difunda y luego sea irradiado con una
fuente de luz como el laser de baja potencia. (Nunez et al., 2019)

De acuerdo a lo expresado se formula lo siguiente:

(Cudl serd la efectividad antimicrobiana de la terapia fotodindmica aplicando diferentes
tiempos de pre irradiacién en conductos radiculares contaminados con Enterococcus faecalis?
1.2. Antecedentes

Tenore et al. (2020) en Brasil, realizaron una investigacion con el objetivo de evaluar
el efecto antibacteriano de la terapia fotodindmica usando un laser diodo de 635 nm y azul de
toluidina, en la eliminacién de Enterococcus faecalis en conductos radiculares de cincuenta y
cuatro dientes monoradiculares, los cuales después de la preparacion, esterilizacion e
inoculacién de las cepas, fueron divididos en seis grupos: grupo control negativo sin
tratamiento; grupo control positivo con debridamiento quimico mecédnico e irrigacién con
NaOCl al 5%; grupo instrumentacién mecénica con irrigacién con NaCl al 0,9%, tiempo de
pre irradiacién (TPI) de 120 segundos y tiempo de irradiacion (TI) de 150 segundos; grupo
instrumentacién mecdanica con irrigaciéon con NaCl al 0,9%, TPI de 30 segundos y TI de 30
segundos; grupo debridamiento quimico mecdnico irrigacién con NaOCl al 5%, TPI de 120
segundos y TI de 150 segundos; grupo debridamiento quimico mecénico irrigacién con NaOCl
al 5%, TPI de 30 segundos y TT de 30 segundos. Los resultados obtenidos en UFC/ml mostraron
que la mayor reducciéon de carga bacteriana se dio en los dos dltimos grupos con una tasa de

supervivencia de 32,50% y 23,16%, llegando asi a la conclusién que la terapia fotodindmica es



una técnica complementaria que mejora la capacidad de desinfeccion en el tratamiento
endodontico convencional independientemente de los tiempos empleados.

Furtado et al. (2020) en Brasil, publicaron un estudio que tuvo como objetivo evaluar
la influencia de la terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa) de acuerdo al tiempo de pre
irradiacion en diferentes periodos de tiempo, evaluando la reduccion de Streptococcus mutans
(S. mutans). Analizaron suspensiones estandar de S. mutans con un fotosensibilizante de azul
de metileno al 0,005%, formando asi cuatro grupos, cada uno de ellos con distintos tiempos de
pre irradiacion de 0, 1, 3 y 5 minutos e irradiados después con un laser rojo de 660nm por un
tiempo de 90s. En el andlisis del grupo de control se usé solucion salina en lugar de azul de
metileno y los resultados del grupo de TFDa se analizaron segin el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC)/ml, mediante las pruebas ANOVA y de Tukey. Los resultados
de los grupos de TFDa evaluados lograron una mayor reduccién bacteriana en comparacion
con el grupo control (p < 0.05) sin diferencia estadistica entre los diferentes tiempos de pre
irradiacion. Se concluyd que merece atencion el tiempo de pre irradiacion antes de la aplicacion
de TFDa, ya que implica una reduccion de tiempo clinico sin afectar la eficacia antibacteriana
en el estudio in vitro seguin los pardmetros empleados.

Fumes et al. (2018) en Brasil, publicaron un estudio donde evaluaron in vitro la
influencia del tiempo de pre irradiacién empleado en la terapia fotodindmica antimicrobiana
con laser diodo. Utilizaron una muestra total de 30 cultivos de biopeliculas, los cuales se
dividieron en dos grupos de 15, uno utilizando cultivos de Streptococcus mutans y el otro con
cultivos de Candida albicans, divididos aleatoriamente a su vez en cinco grupos. Los factores
de estudio para cada grupo fueron el tiempo de pre irradiacion del fotosensibilizante en tres
niveles (1,2 y 5 min) con terapia fotodindmica anti microbiana empleando azul de metileno al
0,01% con laser diodo de 660nm., digluconato de clorhexidina al 0,12% y solucidn salina, estos

dos ultimos como control positivo y negativo respectivamente. Se midi6é la viabilidad



bacteriana, expresada en unidades formadoras de colonias por mililitro cuadrado de area de
muestra. Los datos se analizaron con la prueba ANOV A unidireccional y post prueba de Tukey.
En los resultados obtenidos para el grupo de Streptococcus mutans, solo la solucion salina
present6 una diferencia significativa en comparacion con los otros tratamientos, por lo tanto,
la TFDa independientemente del tiempo de preirradiacion fue similar al tratamiento con
clorhexidina y ambos fueron més efectivos en comparacion con la solucién salina, mientras
que para el grupo de Candida albicans no hubo diferencias estadisticas entre los grupos
observados.

Prazmo et al. (2017) en Polonia, publicaron un estudio cuyo objetivo fue investigar la
efectividad de la terapia fotodinamica en la eliminacion de Enterococcus faecalis en conductos
monoradiculares de cuarenta y seis piezas dentarias, los cuales después de la preparacion
quimica mecdnica fueron inoculados con dicha cepa bacteriana e incubados por una semana en
condiciones microaerdbicas. Posterior a ello las muestras fueron divididas en cinco grupos:
grupo control negativo, grupo control positivo, grupo de irrigacién con NaOCl al 5,25%, grupo
de ciclo unico de TFD con laser diodo de 635nm e irrigacién con NaCl al 0,9% y grupo de dos
ciclos de TFD con laser diodo de 635nm e irrigaciéon con NaCl al 0,9%. El conteo de colonias
bacterianas halladas en los conductos radiculares se determiné mediante el conteo de unidades
formadoras de colonias por mililitro UFC/ml. Los resultados obtenidos muestran que el grupo
de NaOCl al 5,25% presenté mayor desinfeccion logrando una erradicacion del 100%, mientras
el grupo de dos ciclos de TFD erradic6 el 95% de las biopeliculas. Se concluy6 que la
desinfeccion fotoinducida puede ser utilizada como coadyuvante en el tratamiento
endodéntico.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General

. Determinar la efectividad antimicrobiana de la terapia fotodindmica



aplicando diferentes tiempos de pre irradiaciéon en conductos radiculares contaminados con
Enterococcus faecalis.
1.3.2. Objetivos Especificos

. Describir el promedio y desviacion estdndar de UFC/ml. en los grupos de
estudio y control.

. Evaluar la correlacion de UFC/ml. entre los grupos de estudio y control.

. Determinar comparaciones multiples entre los grupos de estudio y control,
segun los periodos de tiempo de pre irradiacion.
1.4. Justificacion

El control de la infeccion en los tratamientos de endodoncia es muy importante para
asegurar el éxito. El presente trabajo de investigacion aportard informacién en el uso de la
terapia fotodindmica como alternativa para lograr la desinfeccién en los conductos radiculares
contaminados con Enterococcus faecalis, bacteria asociada al fracaso del control bacteriano en
endodoncia. Ademads, buscard evaluar la influencia de diferentes tiempos de pre irradiacion
menores a los usados convencionalmente, debido a que estos estdn asociados directamente a la
eficacia de la terapia fotodindmica.
1.5. Hipétesis

La terapia fotodindmica es efectiva independientemente de los tiempos empleados de
pre irradiacién 1, 3 y 5 minutos en conductos radiculares contaminados con Enterococcus

faecalis segun el nimero de UFC/ml.



IL- MARCO TEORICO
2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigaciéon

Segtn la Sociedad de Endodoncia Europea, la endodoncia se define como: la rama de
la odontologia que estudia la forma, funcion, lesiones y patologias de la pulpa dental y de la
region perirradicular, asi como su prevencion y tratamiento; siendo la principal patologia la
periodontitis apical causada por infeccién. La etiologia, el diagndstico del dolor dental y
patologias son partes integrales de la practica endodontica. (Gulabivala y Yuan-Ling, 2014)

La endodoncia es una ciencia de conocimientos ordenados que se integran con otras
ciencias de la salud, tiene como objetivo estudiar la morfologia, fisiologia, patologia y
tratamiento de la pulpa dental. (Canalda y Brau, 2006)

El tratamiento de endodoncia incluye procedimientos disefiados para mantener la salud
de toda o parte de la pulpa dental. Cuando la pulpa dental es lesionada o presenta alguna
patologia, el tratamiento se basa en la preservacion del diente y los tejidos perirradiculares. En
los casos que presenten una periodontitis apical, el tratamiento se basa en la restauracion de la
salud de dichos tejidos; generalmente se logra con un tratamiento de conductos y
ocasionalmente en conjunto con cirugias endodonticas. (Gulabivala y Yuan-Ling, 2014)

Se sabe que muchas complicaciones como infecciones intra y extra radiculares, quistes
y reacciones a cuerpos extraios, estdn asociados a infecciones periradiculares que persisten
después de realizado el tratamiento del conducto radicular. (Siddiqui et al., 2013)

Las infecciones endoddnticas se asocian con miultiples especies bacterianas. Las
infecciones primarias del conducto radicular se asocian con biopeliculas en las que predominan
bacterias gram negativas, mientras que las biopeliculas gran positivas son predominantes en
infecciones endoddnticas secundarias. (Siqueira, 2001)

Las infecciones endoddnticas secundarias llamadas también persistentes, son la

principal causa del fracaso del tratamiento pulpar, debido al riesgo de contaminacién bacteriana



incluso después de la obturacion de los conductos radiculares. (Hargreaves y Cohen, 2011) Es
importante mencionar que hay bacterias que sobreviven a los efectos antimicrobianos de los
materiales de irrigacion, demostrando asi suficiente virulencia para mantener constante la
inflamaciéon de los tejidos periradiculares. Las bacterias grampositivas, por ejemplo,
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus 'y Basillus, estan presentes en mayor cantidad en
muestras obtenidas tras la instrumentacion en diversos estudios realizados. (Torabinejad y
Walton, 2010)

Dentro del género Enterococcus tenemos a la especie faecalis, 1a cual es un anaerobio
facultativo gram positivo, presente en el 24% al 77% del total de casos de infecciones
endodonticas y periradiculares. (Stuart et al., 2006) Varios factores de virulencia y mecanismos
de supervivencia desarrollados por esta bacteria, hacen que sea muy dificil de erradicar
mediante métodos convencionales de preparacién quimico mecénica. (Barbosa-Ribeiro et al.,
2016) La capacidad de competir con otros microorganismos, la invasién profunda de tibulos
dentinarios, la formacién de biopeliculas, la resistencia a la escasez nutricional y la resistencia
a antibidticos hacen que estos patdgenos sea responsable de muchas fallas endoddnticas.
(Prazmo et al., 2017)

La capacidad formadora de biofilms del Enterococcus faecalis muestra una importante
evidencia de que esta bacteria puede colonizar los conductos radiculares. Cuando esta especie
desarrolla biofilms, es mucho més resistente a la accion de los antimicrobianos que cuando se
encuentra como bacteria plancténica suspendida en medio liquido no adherida. (Costerton et
al., 1999)

2.1.1. Preparacion biomecdnica

Algunos microorganismos presentes en el conducto radicular pueden ser eliminados

tempranamente por ciertos procedimientos, sin embargo, aquellos que han penetrado areas

inaccesibles de los conductos radiculares formando biofilms fomentan o mantienen el cuadro


https://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
https://es.wikipedia.org/wiki/Streptococcus
https://es.wikipedia.org/wiki/Enterococcus

infeccioso. Es por este motivo que una adecuada preparacion biomecanica del conducto
radicular favorece la eliminacion de bacterias para asegurar el éxito del tratamiento de
endodoncia. (Hargreaves y Cohen, 2011)

El éxito de la endodoncia depende de diversos factores como la preparacion mecénica,
la desinfeccion y la obturacion tridimensional. La limpieza y conformacion de los conductos
radiculares es el paso primordial para dicho éxito. (Shaheen et al., 2013)

2.1.2. Procedimiento mecdnico

El objetivo ideal de la preparacién mecdnica es que todas las superficies del conducto
radicular sean preparadas para lograr una 6ptima desinfeccion, ain en lugares de dificil acceso,
sin embargo, hay que evitar una sobre instrumentacion para no debilitar la estructura radicular.
(Ghorbanzadeh, et al., 2016)

La conformacién del conducto radicular es vital para lograr una desinfeccién 6ptima,
ya que se relaciona directamente con la remocién de la pulpa y dentina infectada, asi como la
creacion del espacio necesario para que se difunda el irrigante. Es por esto que el profesional
clinico debe tomar la mejor decisidn en cuanto a estrategia, instrumentacion y dispositivos para
combatir los microorganismos que puedan estar presentes a nivel del conducto radicular.
(Hargreaves y Cohen, 2011)

El conducto radicular debe presentar una conicidad adecuada para permitir una correcta
irrigacion y facilitar la obturacion, pero un excesivo agrandamiento debilita innecesariamente
la estructura radicular. (Zandbiglari et al., 2006) En la instrumentacion del conducto radicular
es donde se produce la mayor remocién de dentina, los investigadores han encontrado que
ocurre en mayor direcciéon mesial y distal. (Shahriari et al., 2009) El espesor de la dentina
remanente luego de la instrumentacidn influye directamente en la resistencia a la fractura

radicular. (Bier et al., 2009)
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Convencionalmente, la instrumentacion endoddntica era realizada con limas manuales.
Sin embargo, las limas que inicialmente eran fabricadas de acero carbono eran susceptibles a
fracturas y corrosion, lo que dio paso al uso de limas de acero inoxidable, las cuales tenian sus
propias limitaciones como roturas, poca flexibilidad y variacién de conicidad. Por ello, para
superar estos inconvenientes, surgen los instrumentos de niquel titanio (NiTi). Sin embargo,
sigue siendo un gran desafio para todos los sistemas de limas lograr una 6ptima preparacion
del canal radicular sin cortar de forma excesiva la dentina. (Gupta et al., 2015)

La nueva generacion de instrumentos fabricados de una aleacion de NiTi ha aportado
una sorprendente nueva dimension en el drea de endodoncia, propiedades como la elasticidad
le permite volver a su forma original luego de una deformacion significativa, permitiendo asi
adaptarse a las curvaturas del canal radicular y resistir la fractura. El desarrollo vy
comercializacion de estos instrumentos ha sido un importante avance en la endodoncia, debido
a que han reducido errores de procedimiento, la fatiga del operador y la duracién del tiempo
clinico. (Ingle y Bakland, 2002)

2.1.3. Sistema ProTaper Next

ProTaper Next (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland) es un sistema rotatorio
fabricado con la aleacion M-Wire NiTi, obtenido por un proceso térmico especial, cuyo
objetivo es mejorar la flexibilidad y la resistencia a la fatiga ciclica de los instrumentos, con
ello se espera tener mayor resistencia y menor desgaste que los instrumentos fabricados con
una aleacién de NiTi convencional. (Patel, 2016) La aleacién de tipo M-Wire se obtiene
mediante procesamientos termomecanicos patentados (Sportswire LLC, Langley, OK) con la
finalidad de fabricar piezas que contengan una cantidad sustancial de martensita estable en
condiciones clinicas debido a su microestructura nanocristalina tnica. (Ye y Gao, 2011)

Las limas ProTaper Next tiene un disefio con conicidad variable y seccion transversal

rectangular bilateral para una mayor resistencia y un movimiento rotatorio tnico asimétrico



11

que mejora la efectividad de la conformacién del conducto radicular segun lo descrito por el
fabricante. Esta caracteristica en su disefio produce un fenémeno de rotacién conocido como
"swaggering" o contorneo, el cual minimiza ain mds el contacto entre los bordes del
instrumento y la pared dentinaria durante la instrumentacion. Ademads, la seccion transversal
descentrada presente en este tipo de instrumentos da como resultado una mayor eficacia de
corte. (Patel, 2016)

El sistema de limas ProTaper Next consta de cinco instrumentos de diferentes
conicidades los cuales son: X1 (17/.04), X2 (25/.06), X3 (30/.07), X4 (40/.06) y X5 (50/.06),
los dos primeros son clasificados como instrumentos de conformacion y los tres tltimos como
instrumentos opcionales. Se recomienda usar los instrumentos ProTaper Next a 300 rpm. hasta
alcanzar la longitud de trabajo y conicidad deseada. (Dentsply Maillefer, 2017)

Debido a los beneficios que ofrece este sistema de instrumentos rotatorios, se han
realizado diversas investigaciones para comprobar sus propiedades, por ejemplo, Arias et al.
(2014) evaluaron el torque y la fuerza méxima entre los instrumentos ProTaper Universal y
ProTaper Next en el proceso de preparacion de conductos radiculares amplios y estrechos,
dando como resultado que los instrumentos ProTaper Next mostraron una mayor regularidad
en el torque miximo para ambos tipos de canales radiculares que los instrumentos ProTaper
Universal. Por otra parte, Elnaghy y Elsaka (2014) compararon la resistencia a la flexibilidad,
a la torsién y la microdureza superficial de tres tipos de sistemas rotatorios ProTaper Next,
Twisted Files y RaCe, los resultados mostraron que ProTaper Next mostré mejor resistencia a
las fuerzas de torsion y al desgaste en comparacion con los otros dos sistemas mencionados,
en cuanto a la flexibilidad Twisted Files mostré una ligera ventaja en comparacion con otras

marcas estudiadas.
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2.1.4. Procedimiento quimico

El uso de desinfectantes se realiza convencionalmente mediante irrigacién manual con
agujas especiales tipo Navitip. Al tener conductos radiculares debidamente conformados se
puede incrementar el nivel de desinfeccidn, sin embargo, la limpieza de la region apical sigue
siendo complicada, en especial cuando hay casos de conductos estrechos o curvos. (Hargreaves
y Cohen, 2011)

La hidrodindmica de la irrigacion consiste en el flujo, penetracion e intercambio dentro
del conducto radicular, de las fuerzas que se generan al aplicar sustancias irrigadoras. Las
distintas formas de irrigacion contribuyen a llegar a una desinfeccion predecible, por lo tanto,
la descarga de irrigantes es igual de importante como las caracteristicas antibacterianas que
presenten. (Hargreaves y Cohen, 2011)

Los irrigantes deben cumplir con ciertos requisitos, uno de ellos es la efectividad contra
diferentes microorganismos, tanto en su estado plancténico como en biofilms. El irrigante debe
inactivar las endotoxinas, ser una solucidén no téxica para los tejidos vivos y no ser causa de
reacciones anafilacticas. (Hargreaves y Cohen, 2011)

El NaOCl es un compuesto halégeno, cuya funcién primordial es disolver los restos de
tejido, ademds destruye bacterias, neutralizando sus componentes y productos antigénicos. Es
utilizado en distintas concentraciones que van desde 0,5 hasta 5,25%, a mayor concentracién
mayor son sus propiedades solventes y antibacterianas, pero también se incrementa su
toxicidad. Esta sustancia actia alterando la biosintesis del metabolismo celular con la
formacién de cloraminas, ademds destruyen fosfolipidos presentes en la pared celular, poseen
una accion oxidativa e inactivacién enzimatica que es irreversible en los microorganismos,
degrada de acidos grasos y lipidos, ademads de producir variaciones en el coldgeno de la dentina.

(Canalda y Brau, 2006)
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El NaOCl, es una de las soluciones irrigadoras de mayor preferencia para los
tratamientos de endodoncia, dada su capacidad de disolver tejido necrético, tejido vital,
componentes orgdnicos de la dentina y el biofilm. (Hargreaves y Cohen, 2011) La accion
bactericida y de disolucion de tejidos del NaOCl puede ser modificada por tres factores:
concentracion, temperatura y pH de la solucion. (Estrela et al., 2002)

Se ha estudiado la efectividad de diferentes concentraciones de NaOCI con respecto a
su acciéon solvente y bactericida. Diversos investigadores estdn de acuerdo en que las
soluciones con una concentracion mds alta son mds efectivas que las soluciones con
concentraciones mds bajas, sin embargo, el riesgo de accidentes empleando NaOCl esta
siempre presente durante los tratamientos endodonticos. (Estrela et al., 2002)

Clegg et al. (2006) refieren que la Unica concentracion capaz de remover fisicamente la
capa de biofilm y volver no viables las bacterias es empleando NaOCl al 6%; por otro lado,
Carson et al. (2005) estudiaron distintas zonas de inhibicion bacteriana de varias soluciones y
llegaron a la conclusién que la solucién de NaOCI al 6% es mds efectiva que al 3%; Spand et
al. (2001) concluyeron en su investigacion que la solucién de NaOCl al 5% disuelve los tejidos
pulpares necréticos con mayor rapidez que la solucién al 2.5%.

Sin embargo, Siqueira et al. (2000) encontraron que la concentracién de la solucion de
hipoclorito de sodio no es tan importante como el cambio constante de la solucién y su uso en
cantidades significativas.

Pécora et al. (1997) refieren que un factor importante a considerar relacionado con la
utilizacién del NaOCl, es que con el paso del tiempo disminuye la concentracién del cloro
dependiendo del tipo de almacenamiento, encontrando asi, que la solucién pierde un 4,6% de

cloro cuando se almacena a temperatura ambiente.
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2.1.5 Terapia Fotodindmica

La terapia fotodindmica fue inicialmente desarrollada para el tratamiento del céncer,
hoy en dia a venido siendo investigada también para el tratamiento de enfermedades infecciosas
en multiples dreas del campo de salud. (Dai et al., 2009)

La terapia fotodindmica se presenta como una terapia prometedora que puede eliminar
los microorganismos presentes en las infecciones endoddnticas. Este tratamiento se basa en el
uso de un agente fotosensibilizante no téxico seguido de la irradiacién de una fuente de luz
laser, los cuales en presencia de oxigeno son capaces de generar oxigeno singlete, especie
altamente reactiva y nociva para los microorganismos. (De Oliveira et al., 2014)

Debido a que la gran mayoria de microorganismos orales no absorbe la luz visible de
los sistemas ldser, es necesaria la utilizacién de un fotosensibilizante que se fije a ellos,
atrayendo la luz del laser. Cuando el fotosensibilizante es irradiado con una luz de longitud de
onda adecuada, la molécula es excitada produciendo una serie de transferencias de energia
molecular. (Silva et al., 2011) La interacciéon entre los fotosensibilizantes y los
microorganismos se produce en pocos minutos, y este periodo se denomina tiempo de pre
irradiacion (TPI), el cual debe respetarse antes de que comience la irradiacién con luz l4ser.
(Convissar, 2011)

Existen varios fotosensibilizantes para realizar la Terapia Fotodindmica, sin embargo,
la desinfeccion de los patégenos orales generalmente necesita el uso de fotosensibilizantes con
carga catiénica, como el azul de toluidina o el azul de metileno a concentraciones de 0.01% o
0.005%. (Convissar, 2011) El uso de concentraciones mayores puede formar agregados que
alteran la absorcion de la fuente de luz, asi como alteraciones de tincion en las superficies de
los dientes tratados después de la aplicacion de la terapia fotodindmica. (Nunez et al., 2019)

El azul de metileno es un fotosensibilizante perteneciente al grupo de las fenotiazinas

de carga positiva triciclico y segtin su mecanismo de accidn pertenece al grupo fotodindmicos,
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el cual es activado por una fuente de luz monocromatica a una longitud de onda que va en un
rango de 610 a 660 nm. (Nufez et al., 2013) El azul de metileno puede penetrar tanto en
bacterias grampositivas como en gramnegativas, gracias a su hidrofilia y bajo peso molecular,
lo cual le permite pasar a través de los canales de proteinas, para unirse a la membrana
bacteriana externa. (Soukos y Goodson, 2011)

En la terapia fotodindmica la fuente de luz tiene una gama que va desde los 400 nm a
los 700nm; pero la mas utilizada son las mayores a 600nm., esto se debe a que las moléculas
enddgenas como hemoglobina, absorben una mayor cantidad de luz en dicha longitud de onda,
logrando asi captar mayor cantidad de fotones. Las distintas fuentes de luz en este tipo de
terapia muestran variacion de distancias de ondas electromagnéticas que logran causar una
superposicion de ondas creando interrupciones; cuando estas ondas se afiaden o substraen entre
ellas originan fuerzas maximas o minimas que van a ser utilizadas para la inactivacion de los
microrganismos. (Soukos y Goodson, 2011)

Otras caracteristicas importantes a mencionar sobre las fuentes de luz, son que estas
deben ser monocromaticas y de banda espectral estrecha, que puedan acoplarse a una fibra
Optica y no causar aumento de temperatura histicas como se observan en las fuentes de luz

policrométicas. (Convissar, 2011)



16

IIL.- METODO

3.1 Tipo de investigacion

Experimental - In Vitro

Comparativo

Transversal

Prospectivo
3.2 Ambito temporal y espacial

El desarrollo de la presente investigacion se llevo a cabo en los meses de abril del 2022
hasta marzo del 2023. El desarrollo experimental de los grupos de estudio se realiz6 en la
Clinica de Endodoncia de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Federico
Villareal (Anexo A) y la parte microbiolégica como replicacin, siembra y posterior conteo en
UFC/ml se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Nacional Hipdlito Unanue,
para lo cual se cumpli6 con los trdmites de gestion correspondientes (Anexo B).
3.3 Variables
3.3.1. Variable Independiente

Terapia fotodindmica con un tiempo de pre irradiaciéon de 1 minuto.

Terapia fotodindmica con un tiempo de pre irradiaciéon de 3 minutos.

Terapia fotodindmica con un tiempo de pre irradiaciéon de 5 minutos.
3.3.2. Variable Dependiente

Efecto antimicrobiano de la terapia fotodindmica en la desinfecciéon de conductos

radiculares.
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VARIABLE | DEFINICION INDICADORES | TTPO ESCALA | VALORES
OPERACIONAL
Efecto Eliminacién o | Unidades Cuantitativa | Raz6n 0 — X colonias
antimicrobiano | disminucién de la | formadoras  de
carga Dbacteriana | colonias
de anaerobio
facultativo Gram
positivo
Tiempo de pre | Periodo en el cual | Minutos Cuantitativa | Nominal

irradiacion

el
fotosensibilizante
es absorbido por

las bacterias

1 minuto

3 minutos

5 minutos

3.4 Poblacion y muestra

3.4.1 Poblacion

Estuvo constituida por piezas dentarias humanas premolares inferiores unirradiculares

extraidas por razones ajenas al estudio.

3.4.2 Muestra

El tamafio de muestra de la investigacion fue calculado mediante la siguiente férmula

para comparar medias, se considerd un nivel de confianza del 99%, una potencia de 80% y los

parametros de desviacion estdndar fueron tomados de un estudio previo de Tenore et al. (2020).
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2% (Z, + Z5)° * $2

n =2%(2.58 + 0.84)>*0.98 = 8
22

Donde:

Coeficiente de confianza 99% Zo 2.58

Coeficiente de potencia de prueba 80% 7B 0.84

Desviacion estandar grupo control S 0.98*
Diferencia minima para detectar d 2
Tamafio de muestra n 8

*Valor obtenido de la variabilidad del grupo control del estudio de Tenore et al. (2020)
El tamafio de muestra minimo calculado fue de 8 piezas, por ello en la investigacion se
decidi6 trabajar con 10 piezas por grupo de estudio. Como se evalu6 un total de cuatro grupos,
obtuvimos como resultado un total de 40 piezas.
Criterios de seleccion. Estos criterios a su vez se dividen en dos

Criterios de inclusion:

. Dientes premolares inferiores con un solo conducto radicular.

. Dientes premolares inferiores unirradiculares integros en corona y raiz.

J Dientes premolares inferiores unirradiculares recientemente extraidos.

. Dientes premolares inferiores unirradiculares conservados en suero fisioldgico.

Criterios de exclusion:
. Dientes premolares inferiores con fisuras y fracturas.

J Dientes premolares inferiores multirradiculares con bifurcaciones.
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° Dientes premolares inferiores con foramen apical abierto, reabsorcion raiz.
J Dientes premolares inferiores con endodoncia previa.
J Dientes premolares inferiores con curvaturas y calcificaciones.

3.5 Instrumentos

Se empled un método observacional que incluy6 una ficha de recoleccion de datos para
registrar todas las muestras de los grupos de investigacion y los valores del recuento bacteriano
posterior a los diferentes tiempos de pre irradiacion, todos expresados en unidades formadoras
de colonias por ml (UFC/ml) a cargo del Servicio de Microbiologia del Hospital Nacional
Hipolito Unanue UNHU. (Anexo C)
3.6 Procedimientos
3.6.1. Recoleccion de la muestra

Se recolectaron dientes premolares inferiores monorradiculares extraidos por razones
ajenas al estudio, los cuales fueron sumergidos un recipiente con una solucién de hipoclorito
de sodio al 4% por un tiempo de 2 horas para eliminar impurezas, posteriormente fueron
conservados e hidratados en suero fisiologico a temperatura ambiente.
3.6.2 Seleccion de la muestra

Se seleccionaron 40 dientes premolares inferiores monorradiculares de acuerdo a los
criterios de inclusion y exclusion de la muestra del presente estudio experimental in vitro. Se
comprobd la presencia de un solo conducto mediante la toma de radiografias periapicales
tomadas en 2 angulaciones distintas, buco-lingual y mesio-distal.
3.6.3 Preparacion de la muestra

Luego de seleccionar las piezas dentarias con un solo conducto, se seccionaron las
coronas de dichas piezas con un micromotor STRONG210 (Saeshin Precision Co., Ltd., Daegu,
Corea del Sur) y un disco de corte DIAMOND DISC (Hm22D20) a 35000 rpm (revoluciones

por minuto) para lograr una estandarizacion de la longitud a 15mm, ello permitié tener
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condiciones similares entre cada muestra en la preparacion del conducto y en la aplicacion de
la terapia fotodindmica.

La longitud de trabajo se consider6 1 mm antes del foramen apical con limas tipo K
#10 (Denstply/Maillefer, Suiza). Los conductos radiculares fueron instrumentados con
instrumentos rotatorios ProTaper Next (Denstply/Maillefer, Suiza) usando limas X1, X2 y X3,
irrigando los conductos con Scc. de hipoclorito de sodio al 2.5% con una aguja NaviTip 30-G
(Ultradent, South Jordan, UT, EE.UU.) entre cada cambio de lima rotatoria. Una vez que
finalizada la instrumentacién, los conductos fueron irrigados con 3 ml de EDTA al 17%
(Maquira, Maringa, Brasil), luego se irrigd con solucidn fisioldgica al 0,9% y se sec6 con conos
de papel.

Se continué el procedimiento colocando cada pieza dentaria en tubos crioviales
debidamente rotulados, dichas piezas fueron fijadas en bloques de silicona Zetaplus (Zhermack
SpA, Badia Polesine, Italia) y fueron esterilizadas con vapor durante 20 minutos a una presion
de 15 psia 121 °C.

3.6.4. Inoculacion de la cepa bacteriana

Los procedimientos de siembra de cepas estdndar de E. faecalis ATCC 29212 se
realizaron en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Nacional Hip6lito Unanue. Todos
los procedimientos se realizaron usando un mechero de Bunsen, cercano al drea de trabajo con
un radio de 15 cm., para proporcionar un ambiente idéneo. La cepa Enterococcus faecalis
ATCC 29212 fue preparada en el medio Agar tripticasa soya (TSA), posteriormente se colocd
en la placa petri y luego fue incubada por 24 horas a 37 °C, de acuerdo a la investigacién de
Tenore et al. (2020).

Posterior a ello, se procedié con la siembra de colonias de Enterococcus faecalis
utilizando el método de aislamiento por agotamiento de placa con la ayuda de un asa de siembra

en un medio de agar sangre con base infusién cerebro corazén (BHI) y se dejé incubar por 24
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horas a 37°c para su crecimiento. Los in6culos de cepa Enterococcus faecalis fueron preparados
en solucion salina estéril, con un patron de turbidez equivalente a 0.5 McFarland y la densidad
optica se medird usando un turbidimetro (MicroScanturbidetMiller. SIEMENS. USA) a una
longitud de onda de 620 nm y a una concentracién equivalente a 1.5 — 2.0 x 10% UFC/ml.
Seguidamente, dicha suspension bacteriana se mezclo con BHI en proporciones iguales, es
decir, en una relacion 1:1. Seguidamente, se inocul6 la suspension bacteriana con una jeringa
de tuberculina de 1 ml y aguja Navitip 30G (Ultradent, South Jordan, UT, EE.UU.) en cada
conducto radicular de las piezas dentarias hasta llenarlo por completo y llegar a visualizar el
sobrepase en la porcion apical, luego se seco con gasa estéril el dpice radicular para poder sellar
el foramen apical con una resina fotopolimerizable Filtek™ Z350 XT Flow (3M ESPE) y
evitar la filtracion de bacterias durante el proceso de inoculacion. Para la formacién de cultivos
bacterianos, las piezas dentarias fueron incubadas durante 21 dias a 37°C., durante este periodo
se fue realimentando dichos cultivos presentes en los conductos radiculares de nuestra muestra
cada 48 horas por nueva suspension bacteriana con BHI estéril, segiin lo descrito en la
investigacion de Torres et al. (2020).

Finalmente, las muestras fueron divididas aleatoriamente en 4 grupos (n=10): un grupo
control y tres grupos experimentales para la aplicacion de la terapia fotodindmica con tiempos
de pre-irradiacién de 1, 3 y 5 minutos.

3.6.5. Procedimiento experimental

Grupo control. 10 premolares inferiores seleccionados aleatoriamente fueron irrigados
en cada conducto radicular con 5 ml de cloruro de sodio al 0,9% y luego se tom6 una muestra
de los conductos radiculares para evaluar el conteo bacteriano por UFC/ml.

Grupo TFD 1. 10 premolares inferiores fueron seleccionados aleatoriamente, como
primer paso se elimind el exceso del medio de cultivo de los conductos radiculares, para ello

se irrigd con suero fisioldgico (NaCl al 0.9%) y se secé el conducto con conos de papel
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estériles, posterior a ello se aplico el fotosensibilizante, en este caso Chimiolux azul de
metileno al 0.005% (DMC, Sao Paulo, Brasil) con la ayuda de una aguja Navitip 30G
(Ultradent, South Jordan, UT, EE.UU) en cada conducto radicular y se dejo por 1 minuto como
tiempo de pre irradiacion, seguidamente se aplicé la irradiacién con un dispositivo laser
Therapy XT (DMC, Sao Paulo, Brasil) de 660nm con una potencia de 100mW a través de una
fibra de 200 micras de didmetro con movimientos helicoidales para permitir la correcta
distribucidn de la luz por 90 segundos, con una energia de 9J.

Grupo TFD 2. 10 premolares inferiores fueron seleccionados aleatoriamente, como
primer paso se elimino el exceso del medio de cultivo de los conductos radiculares, para ello
se irrigd con suero fisioldgico (NaCl al 0.9%) y se secd el conducto con conos de papel
estériles, posterior a ello se aplicé el fotosensibilizante, en este caso Chimiolux azul de
metileno al 0.005% (DMC, Sao Paulo, Brasil) con la ayuda de una aguja Navitip 30G
(Ultradent, South Jordan, UT, EE.UU) en cada conducto radicular y se dejé por 3 minutos
como tiempo de pre irradiacion, seguidamente se aplicé la irradiacién con un dispositivo lser
Therapy XT (DMC, Sao Paulo, Brasil) de 660nm con una potencia de 100mW a través de una
fibra de 200 micras de didmetro con movimientos helicoidales para permitir la correcta

distribucion de la luz por 90 segundos, con una energia de 9J.

Grupo TFD 3. 10 premolares inferiores fueron seleccionados aleatoriamente, como
primer paso se elimind el exceso del medio de cultivo de los conductos radiculares, para ello
se irrigd con suero fisioldgico (NaCl al 0.9%) y se secd el conducto con conos de papel
estériles, posterior a ello se aplicé el fotosensibilizante, en este caso Chimiolux azul de
metileno al 0.005% (DMC, Sao Paulo, Brasil) con la ayuda de una aguja Navitip 30G
(Ultradent, South Jordan, UT, EE.UU) en cada conducto radicular y se dejé por 5 minutos

como tiempo de pre irradiacion, seguidamente se aplico la irradiacién con un dispositivo laser
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Therapy XT (DMC, Sao Paulo, Brasil) de 660nm con una potencia de 100mW a través de una
fibra de 200 micras de didmetro con movimientos helicoidales para permitir la correcta
distribucion de la luz por 90 segundos, con una energia de 9J.

Para la aplicacion de terapia fotodindmica se tomé como referencia los pardmetros de
potencia, intensidad, tiempo de irradiacién y energia de la investigacion de Furtado et al.
(2020).

3.6.6. Toma de muestra

Después de los procedimientos anteriores, se llené cada conducto radicular de los 4
grupos totales con 2 ml de cloruro de sodio al 0,9% usando una jeringa estéril y aguja NaviTip
30G (Ultradent, South Jordan, UT, EE.UU). Seguidamente se colocé en cada conducto un cono
de papel 30.04 (Spident Co., Ltd., Incheon, Corea del Sur) y se agité en forma circular para
hacer contacto con las paredes del conducto radicular durante 30 segundos para tomar las
respectivas muestras. Luego, dichos conos de papel se colocaron en tubos crioviales estériles,
para posteriormente ser almacenados en una caja autoclavable, la cual se guardé en un
contenedor con hielo para mantener una temperatura adecuada hasta su traslado al laboratorio.

Se utiliz6 el método de agotamiento de asa para la siembra bacteriana, en primer lugar,
se agregd 1 ml de cloruro de sodio al 0.9% en cada tubo criovial con cono de papel, luego se
agit6 por 60 segundos para que la muestra se homogenice. Posterior a ello, se tomé una muestra
de 1 ul con un asa calibrada estéril y se procedi6 al sembrado en Agar Enterococcosel (selectivo
para Enterococcus) a 37°C durante 48 horas. Se realizo6 el recuento de unidades formadoras de
colonias (UFC) de cada uno de los cuatro grupos totales mediante el método de recuento por
placa que fué calculado y expresado en UFC/ml.

3.6.7. Capacitacion y calibracion
Se recibi6 la capacitacion y calibracién intra e inter operador sobre el empleo de los

Sistemas Ldser y el protocolo de aplicacién de la Terapia Fotodindmica, la cual estuvo a cargo



24

del Dr. Sergio M. Jiménez Sanchez, Docente de la UCSUR vy presidente del Grupo de Estudio
Laser en Odontologia (GELO - Peru), entidad académica que realiz6 la supervision de los
aspectos laser del proyecto. La capacitacion y calibracion del manejo endodontico estard a
cargo del Departamento de Endodoncia de la FO-UNFV.

3.6.8. Aleatorizacion

Se realiz6 una aleatorizacion o randomizacion de cada diente premolar inferior extraido
de acuerdo a cada grupo de investigacion usando un muestreo aleatorio simple, para lo cual se
colocard un cédigo numérico a cada pieza dentaria, luego se empleard el programa Microsoft
Excel para la respectiva aleatorizacion.

3.7 Analisis de datos

Los datos que se obtuvieron en el estudio serdn analizados mediante estadistica
inferencial y descriptiva con el uso de un programa estadistico SPSS y el programa Microsoft
Excel 2016. Primeramente, se elaborara una base de datos en Microsoft Excel con los datos
obtenidos del experimento a realizar, debido a que los valores del recuento bacteriano se
expresaran en unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ml) y estos son de naturaleza
cuantitativo, se calcularon las medidas de tendencia central como la media, valores minimos -
maximos y medidas de dispersion (desviacion estdndar) para su andlisis estadistico descriptivo.
Los datos que se obtuvieron fueron presentados en tablas con los valores descriptivos
calculados.

Para el andlisis estadistico inferencial, debido a que los datos no cumplieron con el
principio de normalidad se utilizé la prueba de Rho de Spearman para correlaciones no
paramétricas. Ademads, se muestras comparaciones multiples entre los distintos grupos de
estudio.

3.8 Consideraciones éticas
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Para el presente estudio experimental in vitro se conté con una ficha de consentimiento
informado de los pacientes para la donacion voluntaria de piezas dentarias premolares con fines
ajenos al estudio, que evité la vulnerabilidad de la ética en el procedimiento. (Anexo D)
Ademais el presente trabajo de investigacion fue evaluado y aceptado tanto por el comité de
ética de la facultad de odontologia UNFV y el comité de ética del HNHU, respet6 las normas

establecidas para su elaboracion y los datos no serdn desvirtuados.
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IV.  RESULTADOS
Este estudio de tipo experimental se realizé en una muestra de 40 especies premolares
uniradiculares humanos y divididos aleatoriamente en 4 grupos. Los resultados de los grupos
se sometieron a prueba de normalidad para decidir aplicacion del tipo de prueba estadistica. Se
aplic6 pruebas estadisticas no paramétricas y, para comparaciones multiples no paramétricas
se aplico la prueba H de Kruskal Wallis. Los resultados se presentan en tablas y figuras.
Tabla 1

Promedio y desviacion estandar de UFC/ml en grupos de estudio y control

UFC/ml
Media DS Minimo Maximo
Grupo Control 26600,00  17231,754 7000 51000
TFD pre-irradiacion 1 min. 1200,00 1229,273 0 3000
TFD pre-irradiacion 3 min. 1800,00 2859,681 0 8000
TFD pre-irradiacion 5 min. 400,00 966,092 0 3000

Nota. En la tabla 1, observamos que el grupo control presenté mayor colonizacién de UFC/ml
(26600,00) y, el grupo laser pre irradiacién a 5 minutos presenté menor promedio de

colonizacién de UFC/ml (400,00).



Figura 1
Promedio y desviacion estandar de UFC/ml en grupos de estudio y control
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Tabla 2

Correlacion de UFC/ml entre los grupos de estudio y control

Correlaciones no paramétricas

Grupos UFC

Coeficiente de correlacion 1,000 -0,715%*
Grupos Sig. (bilateral) . 0,000
Rho de N 40 40
Spearman
Coeficiente de correlacion  -0,715** 1,000
UFC Sig. (bilateral) 0,000
N 40 40

**. La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral)
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Nota. En la tabla 2, observamos que el coeficiente de correlacion de Spearman fue negativa e
inversa (-0,715); lo que indica que, a mayor tiempo de pre irradiacion fue menor la formacion

de UFC/ml.

Tabla 3

Comparaciones miiltiples entre grupos de estudio y control segiin periodo de tiempo

Muestral — Muestra2 Estadistico Error Desv. Sig. Sig.
de Error Estadistico ajust.
contraste de contraste

TFD pre-irradiacién 5 min. 5,150 5,016 1,027 ,305 1,000

TFD pre-irradiacion 3 min.

TFD pre- irradiacién 5 min. 5,900 5,016 1,176 ,240 1,000
TFD pre- irradiacién 1 min.
TFD pre- irradiacién 5 min. 23,350 5,016 4,655 ,000 ,000

Grupo control

TFD pre- irradiacién 3 min. ,750 5,016 ,150 ,881 1,000

TFD pre- irradiacion 1 min.

TFD pre- irradiacién 3 min. 18,200 5,016 3,628 ,000 ,0002
Grupo control
TFD pre- irradiacién 1 min. 17,450 5,016 3,479 ,001 ,003

Grupo control

Nota. En la tabla 3, en comparaciones multiples entre los grupos de estudio y control
observamos que las comparaciones de los grupos; TFD con pre irradiacion 5 minutos-grupo
control; TFD con pre irradiacién 3 minutos-grupo control y TFD con pre irradiacion 1

minuto-grupo control fueron estadisticamente significativos (p<0,05).



Figura 2

Comparaciones miiltiples entre grupos de estudio y control segiin periodo de tiempo

Comparaciones entre parejas de grupos

lase-preirradiacvion 1 minuto
17,80
O

urupo control
355
By

aser-preirradiacicn & minutos

laser-preirradiacion 3 minutos

' (&)

29



30

V.  DISCUSION DE RESULTADOS

La desinfeccion de los conductos radiculares es un aspecto clinico de gran relevancia
en el drea de endodoncia, por ello reducir el recuento de bacterias en los conductos radiculares
con los sistemas convencionales se vuelve complejo debido multiples factores. En
consecuencia, el tratamiento de endodoncia fallido se asocia de forma recurrente a la presencia
de bacterias dentro de los conductos radiculares. (Schiffner et al., 2014)

La bacteria Enterococcus faecalis es el microorganismo con mayor presencia en
infecciones periapicales, debido a su capacidad de colonizar la dentina y gran potencial de
invasion intra tubular lo que dificulta su sola eliminacién. (Duggan y Sedgley, 2007)

Con el fin de mejorar las capacidades antimicrobianas del tratamiento convencional, se
han propuesto nuevos enfoques. Entre ellos estd la terapia fotodindmica, la cual se propone
como una novedosa modalidad de tratamiento contra infecciones de microrganismos.
(Konopka y Goslinski, 2007) Para su aplicacion clinica, se debe conocer la fuente de luz, el
tipo de fotosensibilizante y el tiempo de pre-irradiacion, que se expresa en los minutos
necesarios para que el fotosensibilizante se difunda en las bacterias y luego ser irradiado por
una fuente de luz como el laser de baja potencia. (Nunez et al., 2019)

Tenore et al. (2020), estudiaron el efecto antibacteriano de la terapia fotodindmica
usando ldser y azul de toluidina, en la eliminacién de Enterococcus faecalis, las muestras se
dividieron en seis grupos para evaluar la efectividad del tratamiento endoddntico quimio-
mecanico, la terapia fotodindmica con irrigacién de NaCl al 0,9% y terapia fotodindmica en
combinacién con el tratamiento quimico-mecdnico. Los resultados obtenidos mostraron que la
mayor reduccién de carga bacteriana se dio en las muestras tratadas con terapia fotodindmica,
similar a nuestra investigacion. Los factores a considerar son el empleo de diferentes tiempos
de pre-irradiacion, el fotosensibilizante que se usé y la combinacién con un irrigante como el

hipoclorito de sodio al 5,25%.
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Furtado et al. (2020) evaluaron el efecto antimicrobiano de la terapia fotodindmica
frente al Streptococcus mutans utilizando un laser de 660nm. y fotosensibilizante de azul de
metileno al 0,005%; formando asi un grupo control en el cual se us6 solucion salina al 0,9% y
cuatro grupos experimentales, cada uno de ellos con distintos tiempos de pre irradiacion de O,
1,3 y 5 minutos. Se demostro que, si hubo diferencias significativas entre los grupos de terapia
fotodindmica evaluados en comparacion con el grupo control, similar a nuestra investigacion
en los mismos tiempos de pre irradiacion y tipo de fotosensibilizante. Ademads, otra similitud
en los resultados es la reduccion independiente de los diferentes tiempos de pre irradiacion,
con lo que se puede inferir es que la terapia fotodindmica reduce las UFC, sin embargo, es
necesario tomar en cuenta las limitaciones de las condiciones experimentales in vitro.

Fumes et al. (2018) evaluaron in vitro la influencia de distintos tiempos de pre
irradiacion de la terapia fotodindmica antimicrobiana con ldser diodo, utilizando cultivos de
Streptococcus mutans y de Candida albicans. En los resultados obtenidos para el grupo de
Streptococcus mutans, solo la solucidén salina presenté una diferencia significativa en
comparacién con los otros tratamientos, por lo tanto, la terapia fotodindmica
independientemente del tiempo de pre irradiacién fue similar al tratamiento con clorhexidina
y ambos fueron més efectivos en comparacion con la solucién salina, lo cual es similar a nuestra
investigacion, pero difiere en el uso de un irrigante adicional. Mientras que para el grupo de
Candida albicans no hubo diferencias estadisticas entre los grupos observados, lo cual se
diferencia de lo reportado en la presente investigacién donde el niimero de unidades formadoras
de colonias de los grupos con aplicacion de laser fue menor a lo encontrado en el grupo sin
tratamiento. Otro factor a tomar en cuenta es el empleo de cepas bacterianas distintas a las
utilizadas en nuestra investigacion y una concentracién menor del fotosensibilizante.

Prazmo et al. (2017) comprobaron la efectividad de la terapia fotodindmica en la

eliminacién de Enterococcus faecalis empleando irrigantes como el hipoclorito de sodio y
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cloruro de sodio. Los resultados obtenidos muestran que el grupo de NaOCl al 5,25% present6
mayor desinfeccion logrando una erradicacion del 100%, mientras el grupo de dos ciclos de
TFD erradic6 el 95% de las biopeliculas, lo cual difiere a nuestra investigacion en el porcentaje
final de biopeliculas. Esta diferencia puede deberse a factores como: las repeticiones de ciclos
de terapia fotodindmica, tiempo estidndar de 2 minutos de pre irradiacion, azul de toluidina

como fotosensibilizante y uso adicional de NaOCl al 5,25%.
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VI. CONCLUSIONES

J La terapia fotodindmica redujo las UFC/ml. de Enterococcus faecalis,
independientemente a los tiempos de pre irradiacion, siendo el de 5 minutos el que obtuvo
menor conteo bacteriano. Se demostré utilidad en la reduccién de UFC in vitro, pero se
encontrd limitaciones en la estandarizacion de metodologia.

. Los grupos que presentaron mayor y menor colonizacién de UFC/ml fueron el
grupo control y el grupo de terapia fotodindmica con tiempo de pre irradiacién a 5 minutos,
respectivamente.

. El coeficiente de correlacion de Spearman fue negativa e inversa; lo que indica
que, a mayor tiempo de pre irradiacion fue menor la formacién de UFC/ml.

. En comparaciones miiltiples entre los grupos de estudio y control observamos
que los grupos; de terapia fotodindmica con tiempo de pre irradiacién 5 minutos-grupo control;
terapia fotodindmica con tiempo de pre irradiacién 3 minutos-grupo control y terapia
fotodindmica con tiempo de pre irradiaciéon 1minuto-grupo control fueron estadisticamente

significativos.
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VII. RECOMENDACIONES

J Se recomienda realizar mayores investigaciones de la aplicacion de terapia
fotodindmica dado que este estudio demostré resultados favorables. Ademds, seria
recomendable evaluar su efectividad frente a otros tipos de cepas bacterianas causantes de
fracasos endodonticos. Es importante considerar la replicacion en estudios in vivo.

. Se recomienda realizar mds estudios de investigaciéon donde se evalie la
efectividad de la terapia fotodindmica al ser combinada con novedosas técnicas como la
activacion ultrasénica del irrigante, actuando como coadyuvante en el proceso de desinfeccion
de conductos radiculares.

. Se recomienda seguir realizando investigaciones de nuevas técnicas y sistemas
que puedan lograr resultados favorables y eficaces para el avance de mdltiples dreas en la
odontologia.

. Para futuros estudios se recomienda el uso de otros métodos novedosos para
determinar el nimero de colonias bacterianas, que podrian arrojar resultados y lecturas més
exactas que la UFC/ml., como la microscopia electrénica de barrido. Debido a que el método
de UFC/ml. utilizado en el presente estudio tiene restricciones y limitaciones, como el no medir

el nimero de bacterias que quedan en los tibulos dentinarios.
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IX. ANEXOS

Anexo A: Carta de presentacion dirigida a la Clinica de Endodoncia UNFV

5 Universidad Nacional FACULTAD DE
v‘ Federico Villarreal ODONTOLOGIA

“Afio del Fortalecimiento de la Soberanfa Nacional”

OFICINA DE GRADOS Y GESTION DEL EGRESADO

Pueblo Libre, 17 de setiembre de 2022
Dr.
PAUL ORESTES MENDOZA MURILLO
DIRECTOR - DEPARTAMENTO ACADEMICO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

ATENCION: Esp. LUIS ALBERTO CAFFO GELDRES
LABORATORIO ENDODONCIA
Presente .-

De mi especial consideracién:

Tengo el agrado de dirigirme a usted, con la finalidad de presentarle a la Bachiller en
Odontologia Srta. Margarita Sante Medina, quien se encuentra realizando el Plan de Tesis
titulado:

«EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA TERAPIA FOTODINAMICA APLICANDO
DIFERENTES TIEMPOS DE PRE IRRADIACION EN CONDUCTOS RADICULARES
CONTAMINADOS CON ENTEROCOCCUS FAECALIS; ESTUDIO IN VITRO»

En tal virtud, mucho agradeceré le brinde las facilidades del caso a la Srta. Sante quien realizara
el siguiente trabajo:

v" Preparacién mecanizada de las muestras del trabajo de investigacién con limas
rotatorias ProTaper Next (Maillefer)

Esta informacién le permitira desarrollar su trabajo de investigacién.

Sin otro particular, aprovecho la oportunidad para renovarle los sentimientos de mi especial
consideracion.

Atentamente [ ‘
“' j N
Ve L7 o bl
g &
D AMERICO A MENAYCO MAGALEANES
FEFT
OFICIN A DBE GRADOS y QESTION DL FORES AN
FACUETAR DE ODON FOLOGLA
Se adjunta: Plan de Tesis
Folios (41)
042-2022
NT: 053637 - 2022
AAMM/Luz V.,
Calle San Marcos N2351 — Pueblo Libre Telef.:7480888 -8335

e-mail: ogt.fo@unfv.edu.pe
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Anexo B: Carta de aprobacion del Hospital Nacional Hipdlito Unanue

Ministerio

de Salud

Afo de la unidad, la paz y el desarrolio”

CARTA N° 029 - 2023 - CIEI- HNHU

A : MARGARITA SANTE MEDINA
ASUNTO : Aprobacion de Proyecto de tesis
Referencia : Expediente N° 22 - 051349 — 001
FECHA : El Agustino, 15 de marzo del 2023

Es grato dirigirme a usted, para saludarles y dar respuesta al documento de
referencia donde solicita revision y aprobacion del Proyecto de tesis titulado:
«“Efectividad  antimicrobiana de la terapia fotodinamica aplicando
diferentes tiempos de pre irradiacion en conductos radiculares
contaminados con enterococcus faecalis; estudio in vitro” , para optar el
titulo profesional de Cirujano Dentista — UNFV.

ElI Comité, en sesion virtual de fecha miércoles 01 de marzo del presente ano, y
seguin consta en el Libro de actas N° 8, Acord6 por unanimidad: Aprobar el
Proyecto de tesis antes mencionado.

Atentamente,

ARY
Archivo.

e —
Avenida César Vallejo N° 1390 distrito El Agustino — Lima — Peru
Correo electrénico :ciei@hnhu.gob.pe - teléfono : 2919092 , 3627777 anexo 2196
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MUESTRA

UFC (10pl)

UFC/ml

10
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Anexo D: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO
(Segun Articulo 33 del Reglamento de Ensayos Clinicos. Instituto Nacional de Salud - Lima)

Titulo: “Efectividad antimicrobiana de la terapia fotodinamica aplicando diferentes
tiempos de pre irradiacion en conductos radiculares contaminados con Enferococcus
faecalis; estudio in vitro”

Fecha:

D < TS identificado (a) con DNI:
................. en pleno uso de mis facultades, a través del presente documento doy el
consentimiento para donar mis piezas dentarias premolares inferiores que serdn extraidas con
fines ajenos al estudio. Entendida la finalidad, estoy debidamente informado (a) que la
donacidn seréd usada para una investigacion, por ello doy libremente este consentimiento a la
Bachiller en Odontologia Margarita Sante Medina, quien va realizar su trabajo de tesis para
optar el titulo profesional de Cirujano Dentista en la Facultad de Odontologia de la Universidad

Nacional Federico Villareal.

Firma paciente o Representante Firma del Odontélogo

Legal (si es menor edad) (Recepcion donacion)
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Anexo E: Lista de imagenes

RARRNATIL;
KIARRALAL

LALRABALL
vetererery

Imagen 1: Recoleccion de premolares Imagen 2: Almacenamiento de la
inferiores permanentes. muestra en suero fisioldgico.

Imagen 3: Muestra preparada para vista Imagen 4: Muestra preparada para

radiogrfica vestibular. vista radiografica vestibulo-lingual.

Imagen S: Radiografia para comprobar Imagen 6: Longitud de trabajo
la presencia de un solo conducto. delimitada.
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Imagen 7: Corte con disco a una

) Imagen 8: Permeabilizacion del
longitud de 15mm.

conducto con lima n°10.

1HP. POR:DENTSPLY PERU S. A. C
RS:DM14053E

Imagen 9: Motor endoddntico rotatorio Imagen 10: Limas rotatorias
Dentsply X-Smart. Protaper Next (X1, X2 y X3).

Imagen 11: Preparacion del conducto Imagen 12: Preparacién del conducto
radicular con lima rotatoria X1. radicular con lima rotatoria X2.
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Imagen 13: Preparacion del Imagen 14: Irrigacién con NaOCl al
conducto radicular con lima rotatoria 2.5%, EDTA y NaCl al 0.9%

Imagen 15: Secado del conducto Imagen 16: Fijacion en el tubo criovial

radicular con cono de papel. con silicona pesada.

Imagen 17: Colocacion de las muestras Imagen 18: Cultivo de Enterococcus
en una caja autoclavable para su posterior faecalis ATCC 29212 en agar sangre.
esterilizacion
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Imagen 19: Suspension de Enterococcus Imagen 20: Aplicacion de resina en el
faecalis en caldo BHI y solucién salina en apice y fotocurado
el turbudimetro.

Imagen 22: Almacenamiento de las
muestras en incubadora a 37°.

Imagen 21: Inoculacién de la suspension
bacteriana en las muestras cada 48 hrs pr
21dias.

Imagen 23: mesa de trabajo para la Imagen 24: Laser Therapy XT y
aplicacion de terapia fotodindmica. lentes protectores contra la luz l4ser.
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Imagen 25: Azul de metileno al Imagen 26: eliminacién de BHI con

0.005% y fibra de 200 um de didmetro. 2ml. de NaCl al 0.9%.

Imagen 27: Aplicacién del azul de Imagen 28: Irradiacién del ldser con
metileno en el conducto radicular segin movimientos helicoidales por 90 seg.
el tiempo de pre irradiacion.

Imagen 29: l4ser Therapy XT con Imagen 31: Secuencia de aplicacion
longitud de onda de 660nm y 9J de de laser en cada conducto radicular.
energia.
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Imagen 31: Eliminacién del sobrante Imagen 32: Tom? fie la muestra con
de azul de metileno al 0.005%. cono de papel esteril.

Imagen 33: Colocacién y Imagen 34: Almacenamiento en
almacenamiento de la muestra en cooler con packs de hielo para
tubos crioviales. transporte al servicio de microbiologia

Imagen 35: UFC en el grupo control. Imagen 36: UFC en el grupo control
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Imagen 37: UFC en el grupo TFD Imagen 38: UFC en el grupo TFD
con Imin. de pre irradiacion con Imin. de pre irradiacion

Imagen 39: UFC en el grupo TFD Imagen 40: UFC en el grupo TFD
con 3min. de pre irradiacion. con 3min. de pre irradiacion.

Imagen 41: UFC en el grupo TFD Imagen 42: UFC en el grupo TFD
con Smin. de pre irradiaci6n. con 5min. de pre irradiacion.



ANEXO F: Matriz de consistencia
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PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES INDICADOR | METODO
(Cudl serd la | Objetivo general: La terapia | Variable Unidades Tipo de investigacion:
efectividad Determinar la efectividad | fotodindmica Independiente: formadoras de | Experimental in  vitro,
. . antimicrobiana de la terapia | antimicrobiana es . o . . .
antimicrobiana . _ ) ) -Terapia fotodindmica | colonias  por | comparativo, prospectivo y
| fotodindmica  aplicando  diferentes | efectiva . o
de la  terapia | tjempos de pre irradiacion en conductos | independientemente | €00 un tiempo de pre | mililitro transversal
fotodindmica radiculares contaminados con | de los tiempos | irradiacion de 1 minuto. | (UFC/ml) Muestra:
aplicando Enterococcus faecalis. empleados de pre -Terapia fotodindmica 10 piezas dentarias
: irradiaciéon 1, 3 y 5 .
diferentes L. . . con un tiempo de pre premolares por grupo de
_ Objetivos especificos: minutos en conductos | _
tiempos de pre | pegeribir el promedio y desviacion | radiculares irradiacion de 3 estudio
irradiacién  en | estdndar de UFC/ml. en los grupos de | contaminados  con | minutos. Método:
conductos estudio y control. Enterococcus -Terapia fotodindmica Observacion directa.
. Evaluar la correlacién de UFC/ml. entre | faecalis segin el .
radiculares de . B con un tiempo de pre Instrumento:
los grupos de estudio y control. nimero de UFC/ml.

premolares
inferiores
contaminados
con
Enterococcus

faecalis?

Determinar comparaciones multiples
entre los grupos de estudio y control,
segliin los periodos de tiempo de pre
irradiacidn.

irradiacién de 5
minutos.

Variable Dependiente:
Efecto antimicrobiano
de la terapia
fotodindmica en Ila
desinfeccién de

conductos radiculares.

Ficha de recolecciéon de

datos
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