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Titulo de Estudio: EFECTIVIDAD DE LA APLICACION DEL LASER ER;CR YSGG
2780NM + DIODO 940NM, PARA LA ELIMINACION DE MICROORGANISMOS DEL
BIOFILM EN LOS CONDUCTOS RADICULARES.

RESUMEN

INTRODUCCION: La irrigacion activada con Laser se consideran métodos alternativos para
liberar el irrigante en las regiones internas del sistema de conductos radiculares logrando una
mayor capacidad de limpieza (Betancourt P et al., 2020). OBJETIVO: Evaluar la desinfeccion
del conducto radicular con el uso de Laser Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm. MATERIALES
Y METODOS: Se almacenaron un total de 20 piezas uniradiculares, se seccionaron en la union
cemento esmalte para obtener una longitud del conducto radicular de 14mm. Los conductos se
instrumentaron utilizando Wave One Gold #35 y se esterilizaron en autoclave. Los dientes se
inocularon con Biofilm de E. faecalis y P. gingivalis. Se dividieron las muestras en 4 grupos para
realizar el protocolo de desinfeccion. Grupo 1: control (+), grupo 2: Ultrasonido + NaOCI 5.25%,
grupo 3: ER;CR YSGG 2780NM + DIODO 940NM + H20, grupo 4: ER;CR YSGG 2780NM +
DIODO 940NM + NaOCI 5.25%. Posteriormente de tomaron muestras para su inoculacion en
Infusion cerebro corazén (BHI) y se sembraron en agar para su conteo de colonias. En el estudio
se utiliz6 Microscopia electronica de barrido (SEM) para analizar las muestras antes y después del
tratamiento. Se utilizo andlisis de normalidad con Shapiro-Wilk y analisis de datos mediante
ANOVA. RESULTADOS: La desinfeccion con Laser Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm +
H20 fue significativamente mejor (p < 0,05), mientras que la irradiacion con Léser Er;Cr YSGG
2780nm + Diodo 940nm + NaOCI 5,25% no resultdé en una reduccién estadisticamente
significativa del biofilm (p > 0,05). CONCLUSION: EIl Laser Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo
940nm + H20 fue la herramienta méas eficaz en la erradicacion de biopeliculas de E. faecalis y P.
gingivalis.

Dr. Jorge Jaime Flores Trevifio/ Director de Tesis

Dr. Gustavo Israel Martinez Gonzalez/ Co-Director de Tesis
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Titulo de Estudio: EFFECTIVENESS OF THE APPLICATION OF THE LASER ER;CR
YSGG 2780NM + DIODE 940NM, FOR THE ELIMINATION OF MICROORGANISMS
FROM THE BIOFILM IN THE ROOT CANALS.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Laser-activated irrigation are considered alternative methods to release the
irrigant in the internal regions of the root canal system, achieving greater cleaning capacity
(Betancourt P et al., 2020). OBJECTIVE: To evaluate the disinfection of the root canal with the
use of Er;Cr Laser YSGG 2780nm + Diode 940nm. MATERIALS AND METHODS: A total of
20 single-root pieces were stored, they were sectioned at the cement-enamel junction to obtain a
root canal length of 14 mm. The canals were instrumented using Wave One Gold #35 and
autoclaved. The teeth were inoculated with Biofilm of E. faecalis and P. gingivalis. The samples
were divided into 4 groups to carry out the disinfection protocol. Group 1: control (+), group 2:
Ultrasound + NaOCI 5.25%, group 3: Laser ER;CR YSGG 2780NM + Diode 940NM + H20,
group 4: Lser ER;CR YSGG 2780NM + Diode 940NM + NaOCI 5.25%. Subsequently, samples
were taken for inoculation in Brain Heart Infusion (BHI) and were sown on agar for colony
counting. The study used Scanning Electron Microscopy (SEM) to analyze the samples before and
after treatment. Normality analysis was used with Shapiro-Wilk and data analysis using ANOVA.
RESULTS: Disinfection with Laser Er;Cr YSGG 2780nm + Diode 940nm + H20 was significant
better (p < 0.05), while irradiation with Laser Er;Cr YSGG 2780nm + Diode 940nm + NaOCI
5.25% did not result in a statistically significant reduction of biofilm (p > 0.05). CONCLUSION:
Laser Er;Cr YSGG 2780nm + Diode 940nm + H20 was the most effective tool in the eradication
of E. faecalis and P. gingivalis biofilms.

Dr. Jorge Jaime Flores Trevifio/ Director de Tesis

Dr. Gustavo Israel Martinez Gonzalez/ Co-Director de Tesis
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1. INTRODUCCION

La endodoncia es el diagndstico y tratamiento de las patologias pulpares y sus
secuelas, por lo mismo, un conocimiento de la biologia pulpar es esencial para el desarrollo de un
plan de tratamiento adecuado que resuelva las necesidades del paciente.

Dentro del tratamiento, existe la problematica de eliminar los microooganismos presentes en el
sistema de conductos radiculares.

Una de las bacterias més dificiles de eliminar es el Enterococcus faecalis (E. faecalis), que es un
Gram-positivo coco, anaerobio facultativo, es un microorganismo primario responsable de la
enfermedad post-tratamiento endodontico. E. faecalis es capaz de adaptarse a las condiciones
adversas que encuentra dentro del conducto, debido a su capacidad para formar una biopelicula.
P. endodontalis

La irrigacion es una parte clave del éxito del tratamiento del conducto radicular. Tiene varias
funciones importantes, que pueden variar segun el irrigante utilizado: reduce la friccion entre el
instrumento y la dentina, mejora la eficacia de corte de las limas, disuelve el tejido, enfria la lima
y el diente y, ademas, tiene un efecto de lavado y un efecto antimicrobiano/antibiofilm. La
irrigacion también es la tnica forma de impactar aquellas areas de la pared del conducto radicular
que no han sido tocadas por la instrumentacion mecéanica.

El hipoclorito de sodio (NaOCI), el irrigante endodédntico mas utilizado, se utiliza en
concentraciones entre 0,5% y 6%. Caracteristicas como la solubilidad del tejido y los efectos
proteoliticos sobre los microorganismos lo convierten en un potente desinfectante. NaOCI no es
selectivo, en altas concentraciones puede dafiar la dentina, los tejidos periodontales y las células
humanas.

Hoy en dia, uno de los métodos relativamente nuevo, mas recomendado, para aumentar la
desinfeccion de conductos radiculares es el uso de laseres. Debido a que la energia laser tiene la
capacidad de penetrar el tejido dentinario, pueden acceder en areas que no son accesibles en el
sistema de conductos radiculares.

La irrigacion activada con Laser se consideran métodos alternativos para liberar el irrigante en las
regiones internas del sistema de conductos radiculares logrando una mayor capacidad de limpieza.
Para poder utilizar el laser se requiere el uso de una punta de disparo radial (RFT) que se desarroll6
para mejorar la distribucion de la luz dentro de los conductos radiculares y esta punta también
brinda una cobertura superior de las paredes del conducto radicular en comparacién con las puntas
convencionales de emision hacia adelante.

La irrigacion activada por laser (LAI) que utiliza laseres de erbio (Er:YAG: 2980 nm-
Er,Cr:YSGG: 2780 nm) se ha propuesto como un método alternativo para liberar el irrigante mas
profundamente, lo que aumenta la capacidad de limpieza dentro del conducto radicular. sistema.
LAI se basa en la formacion, expansion y posterior colapso de burbujas de vapor provocadas por
el laser pulsado como consecuencia de la induccién de fenémenos de cavitacién especificos y
transmision acustica.

Los laseres de diodo de longitudes de onda de 810, 940 y 980 nm se sabe que también ofrecen una
mejor penetracion a areas formalmente inaccesibles de la red tubular, permitiendo la accion de
desinfeccion a capas mas profundas de dentina.

Por todo lo antes mencionado, se decidi6 que era importante probar a través de un protocolo el
uso de estos dos tipos de laseres, para poder verificar si con esto se podia lograr potenciar el efecto
de desinfeccion en el tratamiento de endodoncia, lo que ayudard a mejorar el prondstico del
tratamiento a un plazo mayor.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

E. faecalis y P. endodontalis son microorganismos que se encuentran en las infecciones de los
conductos radiculares. Debido a la dificultad de poderse eliminar de dichos conductos, hoy en dia
se presentan diferentes propuestas para erradicarlo.

¢Sera posible lograr una mayor desinfeccion en el tratamiento endoddntico con la utilizacion de
los l&seres en los conductos radiculares?

12



3. JUSTIFICACION

Se ha encontrado la persistencia de algunas bacterias como E. faecalis y P. endodontalis en los
tratamientos endodénticos, por lo cual es importante implementar nuevas alternativas para
eliminar estos microorganismos. En la actualidad se han empezado a utilizar los laseres en
endodoncia como un medio para poder desinfectar los conductos radiculares y no hay suficientes
estudios que describan los beneficios del uso de Laser Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm como
protocolo de desinfeccidon en el tratamiento de endodoncia.

De ahi la importancia de estudiar nuevos métodos para mejorar la desinfeccion de los conductos
radiculares y lograr un mejor pronostico en los tratamientos.

13



4., HIPOTESIS

Hipotesis alternativa: La utilizacion de los laseres Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm da una
mayor desinfeccion de los conductos radiculares.

Hipotesis nula: La utilizacion de los laseres Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm no da una
mayor desinfeccion de los conductos radiculares.

14



5. OBJETIVOS.

Objetivo general:
Evaluar la desinfeccién de los conductos radiculares con el uso de laser Er;Cr YSGG 2780nm +
Diodo 940nm.

Objetivos especificos:

Examinar la eliminacion de E. faecalis y P. endodontalis con la utilizacion de NaOCI con
ultrasonido.

Analizar la eliminacién de E. faecalis y P. endodontalis con la utilizacion de los laseres
Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm + H20.

Analizar la eliminacion de E. faecalis y P. endodontalis con la utilizacion de los laseres
Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm + NaOCI 5.25%

Contrastar los resultados obtenidos mediante SEM.

Contrastar los resultados obtenidos mediante conteo de UFC.

15



6. ANTECEDENTES

6.1 Tratamiento de endodoncia

La endodoncia se encarga de diagnosticar y tratar las enfermedades de la pulpa dental y sus
consecuencias. Es fundamental tener un conocimiento profundo de la biologia pulpar para poder
elaborar un plan de tratamiento adecuado (Torabinejad y Walton, 2009). Los principales objetivos
de un tratamiento endoddntico son dar formay limpiar el sistema de conductos radiculares, ademas
de preservar los tejidos periodontales circundantes (Dioguardi M et al., 2018).

6.2 Anatomia de los conductos radiculares

Los tratamientos de endodoncia suelen tener altas tasas de éxito a pesar de ser procedimientos
invasivos y complicados, especialmente cuando se enfrentan anatomias complejas. Sin embargo,
la falta de comprensién de la anatomia de los conductos radiculares puede llevar a complicaciones
durante o después del procedimiento (Miccoli G et al., 2020).

Es esencial conocer la morfologia de la raiz y del conducto radicular para realizar tratamientos
endoddnticos efectivos, ya sean quirdrgicos 0 no quirtrgicos. Las caracteristicas morfoldgicas de
las raices, tanto externas como internas, son variadas y complejas, y existen diversas
clasificaciones para describir los diferentes tipos de configuraciones de conductos mas comunes
(Ahmed HMA et al., 2017).

La correcta ejecucion de los procedimientos de tratamiento del conducto radicular requiere un
conocimiento profundo de la anatomia de la raiz y del conducto (Ahmed HMA, 2022).

6.3 Microbiologia endodéntica

Las bacterias son los microorganismos mas prevalentes y dominantes en las infecciones
endodonticas. Estas infecciones bacterianas en el sistema de conductos radiculares ocurren
Unicamente cuando la pulpa esta necrética o ha sido removida durante un tratamiento previo. Las
bacterias presentes dentro del conducto suelen formar comunidades multiespecies seésiles,
conocidas como biopeliculas, que se adhieren a las paredes del conducto radicular dentinario
(Siqueira JF Jry Rogas IN et al., 2022).

Las bacterias pueden ingresar al sistema de conductos radiculares a través de diferentes vias, como
diversas lesiones periodontales y grietas (Gaeta C et al., 2023). Las infecciones en el conducto
radicular estan mediadas por biopeliculas. La complejidad y variabilidad del sistema de conductos
radiculares, junto con la naturaleza multiespecifica de las biopeliculas, hacen que la desinfeccion
de este sistema sea extremadamente dificil. La persistencia de microorganismos parece ser el
factor mas significativo para el fracaso del tratamiento de conducto, lo cual podria afectar
adicionalmente el dolor y la calidad de vida del paciente (Neelakantan P et al., 2017).

6.4 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis (E. faecalis) es un coco Gram-positivo aerobio y es uno de los principales
microorganismos responsables de las enfermedades que surgen después del tratamiento
endodontico. E. faecalis puede adaptarse a las condiciones adversas dentro del conducto radicular
debido a su capacidad para formar biopeliculas (Arul B, et al., 2021).

Este microorganismo puede sobrevivir por periodos prolongados en los conductos radiculares
porgue tolera ambientes altamente alcalinos y con pocos nutrientes, lo que le permite formar
biopeliculas e invadir profundamente el tabulo dentinario (Deng Z, et al., 2023).
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6.5 Porphyromonas endodontalis

Porphyromonas endodontalis (P. endodontalis) es una bacteria anaerébica Gram negativa,
asacarolitica y de pigmentacion negra. Anteriormente conocida como Bacteroides endodontalis,
esta bacteria es muy sensible al oxigeno, lo que dificulta su cultivo a partir de muestras clinicas.
P. endodontalis se encuentra principalmente en infecciones que se originan en la pulpa dental,
aungue también ha sido aislada de las amigdalas, el dorso de la lengua y las bolsas periodontales
de pacientes con lesiones periodontales y pulpares (Lombardo Bedran TB et al., 2012).

Esta bacteria coloniza tanto los conductos radiculares primarios como los que han sido
reinfectados, siendo mas comun en los conductos radiculares primarios infectados (Wong J et al.,
2021).

P. endodontalis se encuentra casi exclusivamente en conductos radiculares infectados, con una
alta tasa de deteccidn, y es considerada una de las bacterias principales en el entorno ecolégico de
los conductos radiculares infectados (Hong L et al., 2015).

6.6 Instrumentacion y conformacién de los conductos radiculares

La conformacion de los conductos radiculares incluye el desbridamiento mecéanico, la creacion de
espacio para la administracion de medicamentos y la optimizacién de la geometria del conducto
para una obturacion adecuada. Lamentablemente, los resultados de la preparacion del conducto
pueden verse afectados negativamente por la gran variabilidad en la anatomia de los conductos
radiculares (Hargreaves y Cohen, 2011).

La introduccion de la instrumentacion automatizada en endodoncia ha representado un avance
significativo para esta especialidad, mejorando la calidad y la previsibilidad de la preparacién de
los conductos radiculares y reduciendo significativamente los errores de procedimiento (Gavini G
etal., 2018).

6.7 Desinfeccidn del sistema de conductos radiculares

Para que una terapia endodontica sea exitosa, es fundamental eliminar las biopeliculas
endodonticas mediante meticulosos métodos de desinfeccion del conducto radicular. El
hipoclorito de sodio (NaOCI) y el &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) son los irrigantes mas
efectivos y cominmente utilizados para eliminar el barrillo dentinario en los tercios coronal y
medio de los conductos dentales, aunque su efectividad disminuye considerablemente en el tercio
apical (Bordea IR et al., 2020).

6.7.1 Sustancias irrigantes para la desinfeccion

6.7.1.1 Hipoclorito de sodio (NaOCI)

El hipoclorito de sodio es la principal solucidn de irrigacion utilizada para disolver la materia
organica y eliminar eficazmente los microbios. Las soluciones de NaOCI de alta concentracion
son mas efectivas que las de 1% y 2% (Haapasalo M et al., 2014). Este irrigante endodontico, que
se usa en concentraciones entre 0,5% y 6%, es conocido por su solubilidad en tejidos y efectos
proteoliticos sobre los microorganismos, lo que lo convierte en un desinfectante potente. Sin
embargo, NaOCI no es selectivo y, en altas concentraciones, puede dafiar la dentina, los tejidos
periodontales y las células humanas (Betancourt P et al., 2020). Las altas temperaturas aumentan
la velocidad de reaccion del NaOCI, mejorando su accién antibacteriana y su capacidad para
disolver residuos organicos. Se recomienda calentar NaOCI a 50°C-60°C (Dioguardi M et al.,
2018).

6.7.1.2 Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

Para la irrigacién final del conducto radicular, se recomienda utilizar soluciones de EDTA al 15-
17% para disolver el barrillo dentinario (Hilsmann M et al., 2023). Aunque el &cido
etilendiaminotetraacético tiene un efecto antibacteriano limitado, se cree que esto se debe a la
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quelacion de cationes en la membrana externa de las bacterias. El uso complementario de EDTA
puede ayudar a reducir la cantidad de endotoxinas en el conducto radicular contaminado (Dos
Reis-Prado AH et al., 2022).

6.8 Activacion de los irrigantes

6.8.1 Irrigacion manual dindmica

Un método sencillo para mejorar la accién limpiadora del NaOCI es agitarlo dentro del conducto
utilizando un cono de gutapercha, ajustado a la forma del conducto, realizando movimientos de 2-
3 mm de amplitud dentro del mismo. Alternativamente, se puede emplear una herramienta manual
como un portador o una lima K. Este movimiento genera un efecto hidrodindmico suficiente para
que la solucién irrigante alcance los espacios mas estrechos. Es importante recordar que este
método es Util para reemplazar el irrigante dentro del sistema de conductos radiculares, pero no
mejora sus propiedades quimicas. En otras palabras, agitar la solucion de irrigacion no incrementa
su velocidad de reaccion, pero si aumenta su superficie de contacto con las paredes del conducto
y reduce el efecto de bloqueo de vapor (Dioguardi M et al., 2018).

6.8.1.1 Activacién ultrasonica

La irrigacién ultrasonica pasiva (PUI) consiste en introducir la solucion irrigante dentro del
conducto y luego la punta ultrasénica, sin que esta toque las paredes del conducto. Por otro lado,
la irrigacion con aguja ultrasonica (UNI) implica la activacion de la solucion irrigante
simultaneamente con su administracion dentro del conducto. La vibracion del inserto ultrasénico
crea una corriente acustica que genera un esfuerzo cortante suficiente para desprender los desechos
de los canales instrumentados (Dioguardi M et al., 2018).

6.8.1.2 EndoActivator

El sistema EndoActivator es un dispositivo de irrigacién impulsado por sonido. Estd compuesto
por puntas de polimero flexibles y desechables en tres tamafios diferentes que no cortan la dentina
de la raiz. Este sistema activa eficazmente el irrigante mediante una vigorosa agitacion del fluido
intracanal (Chaudhry S et al., 2017).

6.8.1.3 EndoVac

El sistema EndoVac es un dispositivo disefiado para administrar irrigantes de manera segura hasta
el extremo apical de los conductos radiculares. El dispositivo incluye una punta de
entrega/evacuacion conectada a una jeringa de irrigante y a la succién de alto volumen del sillén
dental. Utilizando una macro o microcanula unida al dispositivo de succion, el irrigante
introducido en la camara pulpar es aspirado por presion negativa hacia el canal hasta la punta de
la canula y extraido a través de la manguera de succion. Con un diametro de 0,32 mm, la
microcanula puede colocarse a la longitud de trabajo siempre que el canal esté preparado al menos
a una Organizacion Internacional de Normas 35 o0 més (Miller TA et al., 2010).

6.7 LASER

6.7.1 Lé&ser de erbio, cromo, escandio, galio, granate (Er,Cr:YSGG)

El laser Er,Cr:YSGG es un dispositivo indoloro, seguro y preciso, utilizado en tratamientos de
tejidos duros y blandos. Este laser tiene una alta absorcion en agua, lo que provoca la evaporacién
de los fluidos dentinarios (AlHabdan A et al., 2022). Los laseres de erbio cromo actian mediante
fotoablacion, un proceso en el que el agua del tejido dental se convierte en vapor y explota,
fragmentando asi la estructura del diente. La energia del laser se transfiere a la solucion de
irrigacion usando diversas puntas de fibra, como las de emision lateral (Ahrari F et al., 2024).
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El l&ser Er,Cr:YSGG opera a una longitud de onda de 2,79 um, y la ablacion ocurre cuando las
moléculas de agua absorben la energia, generando microrrafagas en la superficie de la dentina. La
preparacion de cavidades con este laser elimina el barrillo dentinario, abre los tdbulos dentinarios
y produce microirregularidades debido a la remocién de la dentina intertubular. Aunque no se
comprende completamente el efecto del laser en la red de colageno, se sabe que la irradiacion laser
puede causar cambios y microrupturas en las fibras de colageno (Silva AC et al., 2019).

6.7.2 Laser de diodo

Los laseres de diodo operan en longitudes de onda que van desde el visible hasta el infrarrojo
cercano, abarcando un rango de 800 a 980 nm. Utilizan una fibra dptica flexible de 200 a 600 pm
para dirigir el rayo laser al &rea objetivo, con emisién continua o pulsada. La alta absorcién de
melanina y hemoglobina permite que los laseres de diodo coagulen, corten, blanqueen y
desinfecten, causando un dafio minimo a los tejidos duros y favoreciendo una mejor cicatrizacién
postoperatoria. Las ventajas del laser de diodo incluyen cortes precisos, control de la hemostasia
y la reduccién del dolor o hinchazén postoperatorios, lo que ha sido demostrado en diversas
cirugias de tejidos blandos (Atieh MA et al., 2022).
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7. METODOLOGIA

7.1 Preparacion de las piezas

Se seleccionaron 20 piezas unirradiculares humanas extraidas.
Las coronas de las piezas se seccionaron en la unién amelocementaria tomando una medida de
longitud estandar de 14mm.

7.2 Instrumentacion de las Piezas

Se realizo instrumentacion hasta lima #35 con Sistema rotatorio Wave One Gold.

Se utilizo como irrigante NaOCI al 5.25% entre cada instrumento para mantener permeable el
conducto.

Se secaron los conductos con puntas de papel #40 (Hygienic) y se colocé EDTA al 17% por 1
minuto, posteriormente se irrigaron con solucion salina y de nuevo se secaron con puntas de papel.

7.3 Esterilizacion de las Piezas

Se colocaron las piezas ya instrumentadas y desinfectadas anteriormente en un frasco de vidrio
con suero fisiologico.

Posteriormente se sell6 el frasco con cinta testigo y se coloco en autoclave para su esterilizacion
a 121°C durante 15 minutos.

7.4 Fase microbiol6gica

7.4.1 Inoculacién y activacion de Enterococcus faecalis

Se tomaron 100 pl de E. faecalis (ATTC BAA-308) con una micropipeta eppendorf y se colocaron
dentro del conducto radicular.

Se inocularon las pizas en tubos falcon con 900 pl de Infusion cerebro corazén (BHI) y se
colocaron en la incubadora Shell a 37°C durante 24 horas.

7.4.2 Inoculacion y activacion de Porphyromonas endodontalis.

24 horas después de la inoculacion de E. faecalis se realizo la inoculacion de P. endodontalis.

Se tomaron tubos falcon estériles y se les coloco un nuevo medio BHI (900 ul) para posteriormente
colocar la pieza en el tubo.

Se colocaron 100 pl de P. endodontalis (ATTC 19433) con una micropipeta eppendorf y se
colocaron dentro del conducto radicular y se colocd la pieza en el tubo.

Se colocaron en la incubadora Shell a 37°C durante 7 dias.

Se dividieron las 20 piezas en grupos para realizar el protocolo:

Grupo 1 (+): Biofilm (control)

Grupo 2: Ultrasonido + NaOCI 5.25%

Grupo 3: ER;CR YSGG 2780NM + DIODO 940NM + H20

Grupo 4: ER;CR YSGG 2780NM + DIODO 940NM + NaOCI 5.25%

7.5 Activacion de laser.

e Grupo 3:
Se tomo la pieza con pinzas estériles y se comenz6 el protocolo con Laser Er, Cr: YSGG
con una punta de 200 micrones, introduciéndola a longitud de trabajo, utilizando los
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parametros de 1.25W, 40 Hz, spray agua- aire 90-30%, se realizaron con movimientos
circulares a una velocidad de 2mm/s repitiendo el proceso 4 veces dejando 10 segundos
entre cada ciclo.
Seguido se comenzd con el laser de Diodo a 940nm, 1.0W onda continua con una punta
de 200 micrones, se realizd igualmente con movimientos circulares con velocidad de
2mm/s repitiendo el ciclo 4 veces sin ser necesario esperar para realizar la siguiente
activacion.

e Grupo 4:
Se tomo la pieza con pinzas y se comenzo el protocolo con Léaser Er, Cr: YSGG con una
punta de 200 micrones, introduciéndola a longitud de trabajo, utilizando los parametros
de 1.25W, 40 Hz, utilizando NaOCI al 5.25% en una jeringa de 10ml e irrighndose
abundantemente realizando con movimientos circulares a una velocidad de 2mm/s
repitiendo el proceso 4 veces dejando 10 segundos entre cada ciclo.
Seguido se comenz6 con el laser de Diodo a 940nm, 1.0W onda continua con una punta
de 200 micrones, se realizo igualmente con movimientos circulares con velocidad de
2mm/s repitiendo el ciclo 4 veces sin ser necesario esperar para realizar la siguiente
activacion.

7.6 Ultrasonido + NaOCI

e Grupo 2:
Fue irrigado con NaOCI al 5.25%, el cual fue activado con una punta de ultrasonido #20
la cual se introdujo hasta 2 mm antes del &pice con una potencia de 45kHz, la activacién
se realizé durante 15 segundos con un periodo de enfriamiento de 30 segundos repitiendo
el proceso 3 veces.

7.7 Recoleccion de muestra microbioldgica posterior al tratamiento.

Se tomaron las piezas previamente tratadas y se irrigo el conducto radicular abundantemente con
H20 estéril y con una punta de papel estéril #40 se tomo una muestra del conducto radicular.

Se coloco la punta de papel en un tubo eppendorf con 100MI de BHI y se colocaron en incubadora
Shell a 37°C durante 24 horas.

7.7.1 Diluciones:

Se colocaron 900MI de PBS en un tubo eppendorf nuevo y estéril; de cada tubo eppendorf que
contenian la punta de papel previamente incubada se tomaron 100Ml y se colocaron en el nuevo
tubo con PBS y se realizaron 10 pipeteos, se llevd al Vortex por 10 segundos, del tubo trabajado
se tomaron de nuevo 100MI y se llevo a un nuevo tubo con PBS hasta completar 5 diluciones.

7.7.2Siembra en agar

De la 5ta dilucién se tomaron 100MlI y se colocaron al centro de una caja Petri estéril y se coloco
el agar (BHI) realizando movimientos circulares durante 10 segundos para homogenizar la
muestra. Se sello la caja y se colocé en la incubadora Shell a 37°C durante 24 horas. Se obtuvo el
crecimiento bacteriano para su posterior conteo de UFC.
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7.8 Preparacidn de muestras para evaluacién mediante SEM

Las muestras previamente tratadas se secaron por completo y se les realizo un corte longitudinal
con disco de diamante y pieza de baja. Obteniendo asi 2 fragmentos de la raiz para poder ser
evaluados mediante SEM.

La evaluacion se realiz6 en el Parque de Investigacidn e innovacion tecnolégica (PHIT-UANL). Se
tomaron las muestras y se colocaron en un portaobjetos con cinta doble cara para ser sujetadas. Se
observaron y se tomaron iméagenes solo del tercio apical de las piezas, seleccionando aumentos de
3000x, 6,000x, 12000x y 25000x para asi lograr observar las superficies después de los
tratamientos.

Las imagenes se evaluaron cualitativamente a simple ciego por endodoncistas.

7.9 Preparacién de las muestras para experimento de permeabilidad

Posterior al tratamiento, se tomo 1 pieza por grupo, se sellé el apice de las piezas con cera pegajosa
y las raices se sellaron externamente con tres capas de cianoacrilato de etilo, se secaron y se
transfirieron individualmente a un tubo Eppendorf. Las muestras se llenaron con colorante azul de
metileno al 2 % con la ayuda de una jeringa hipodérmica durante 20 min. Una vez transcurrido
este tiempo, se enjuagaron los conductos radiculares con jeringa hipodérmica y suero fisiologico,
se secaron los conductos radiculares con puntas de papel absorbente. Se cortaron los primeros 2
mm del cuello y se excluyeron del estudio, el resto de la raiz fueron seccionados horizontalmente
en tres segmentos que reflejaban los tercios cervical, medio y apical con ayuda de un disco de
diamante; las secciones de las raices fueron lavadas con agua destilada y llevadas al microscopio
Optico para ser observadas.

7.9.1 Evaluacion de la penetracién del irrigante por microscopia Optica

Los segmentos fueron analizados empleando un microscopio éptico (ZEISS) con una ampliacion
de 20x, las imagenes obtenidas fueron exportadas y analizadas mediante el software Imagen J para
obtener datos de cualitativos y observar con la tincién la penetracion del azul de metileno,
dandonos como referencia la penetracién del irrigante después de la activacion de cada grupo.
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8. RESULTADOS
8.1 Conteo de UFC

8.1.2 Grupo 1: control positivo.

Fig.1. Colonias de bacterias de biofilm de E. faecalis y P. gingivalis en agar de BHI. Para su
posterior conteo de UFC.

8.1.3 Grupo 2: Ultrasonido + NaOCI 5.25%

Fig.2. Colonias de bacterias de biofilm de E. faecalis y P. gingivalis en agar de BHI posterior al
protocolo de desinfeccion con Ultrasonido + NaOCI 5.25%.

8.1.4 Grupo 3: Laser ER;CR YSGG 2780NM + DIODO 940NM + H20.

Fig.3. Coloniase bacterias de biofilm de E. faecalis y P. gingivalis en agar de Elilxlﬂposterior al
protocolo de desinfeccion con Lasers + H20.
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8.1.5 Grupo 4: Laser ER;CR YSGG 2780NM + DIODO 940NM + NaOCI 5.25%.

Fig.4. Colonias de bacterias de biofilm de E. faecalis y P. gingivalis en agar de BHI posterior al
protocolo de desinfeccidn con Lasers + NaOCI 5.25%.

8.2 Imagenes de Microscopia electronica de barrido (SEM).

Imégenes de SEM a 3000x, 6000x, 12000x y 25000x.

GRUPO
CONTROL +
. B e A TR — —
Fig.5 Imagen de SEM a 3000x y 6000x de tercio apical. Biofilm de E.
faecalis y P. gingivalis. Sin tratamiento.
GRUPO
CONTROL + [+

Fig.6 Imagen de SEM a 12000x y 25000x de tercio apical. Biofilm de E.
faecalis y P. gingivalis. Sin tratamiento.

Al obtener las imagenes del grupo control se observa la biopelicula adherida a la dentina del diente.
Se logran observar los tubulos dentinarios obstruidos por las bacterias.
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GRUPO
Ultrasonido +
NaOCl15.25%

Fig.7 Imagen de SEM a 3000x y 6000x de tercio apical. Biofilm de E.

faecalis y P. gingivalis. Después del tratamiento con Ultrasonido a 45kHz
irrigado con NaOCl 5.25%.

GRUPO
Ultrasonido +
NaOCl15.25%

Fig.8 Imagen de SEM a 12000x y 25000x de tercio apical. Biofilm de E.

faecalis y P. gingivalis. Después del tratamiento con Ultrasonido a 45kHz
irrigado con NaOCl 5.25%.

Las imagenes de SEM del grupo 2 muestran una superficie mas limpia y tabulos dentinarios
visibles aun observandose debris en la superficie del conducto.

GRUPO !
Lasers + H20 &

Fig.9 Imagen de SEM a 3000x y 6000x de tercio apical. Biofilm de E.
Jfaecalis y P. gingivalis. Después del tratamiento con ER;CR YSGG 2780NM
+ DIODO 940NM + H20.
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GRUPO
Lasers + H20

Fig.10 Imagen de SEM a 12000x y 25000x de tercio apical. Biofilm de E.

faecalis y P. gingivalis. Después del tratamiento con ER;CR YSGG 2780NM
+ DIODO 940NM + H20.

Obteniendo las imagenes del grupo 3 que fue activado los Lasers + H20 logramos observar una

diferencia significativa de permeabilidad y limpieza tanto de la superficie del conducto radicular
como de los tubulos dentinarios.

GRUPO
Lasers +
NaOCl5.25%
Fig.11 Imagen de SEM a 3000x y 6000x de tercio apical. Biofilm de E.
faecalis y P. gingivalis. Después del tratamiento con ER;CR YSGG 2780NM
+ DIODO 940NM + NaOCl 5.25%.
GRUPO
Lasers +
NaOCl5.25%

Fig.12 Imagen de SEM a 12000x y 25000x de tercio apical. Biofilm de E.

faecalis y P. gingivalis. Después del tratamiento con ER;CR YSGG 2780NM
+ DIODO 940NM + NaOCl 5.25%.

Al observar las imagenes del grupo 4 se logran observar tabulos dentinarios permeables, sin
embargo, la superficie del conducto se ve afectada y nos da una apariencia de que los conductos

fueron obstruidos o barridos ya sea por el uso de los lasers o el hipoclorito de sodio, ya que no se
logran ver en una cantidad tan alta como en el grupo 3.
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8.3 Iméagenes de Microscopia optica.

Imégenes de estereomicroscopio de las cortes transversales obtenidas después de la
penetracion del azul de metileno en los grupos experimentales correspondientes a cada tercio
de la raiz.

CONTROL CONTROL CONTROL
CERVICAL MEDIO APICAL
A s A " T A 1

« |
: o

En el grupo control observamos poca, por no mencionar nula penetracion de la tincioén con azul
de metileno que ya este grupo no recibié ningun tratamiento de activacion del irrigante.

ULTRASONIDO + NaOCl 5.25% ULTRASONIDO + NaOCl5.25% ULTRASONIDO + NaOCl 5.25%
CERVICAL MEDIO APICAL

o »

El grupo 2 en el cual el NaOCI fue activado con ultrasonido podemos observar como la tincion
logro penetrar suficiente en la parte cervical, a diferencia del tercio apical, que no muestra gran
penetracién de la tincion, pero con el conteo de UFC sigue obteniendo un resultado aceptable en
la desinfeccion.
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LASERS + H20 LASERS + H20 LASERS + H20
CERVICAL MEDIO APICAL

. T

El grupo de activacion con Lésers usando H20 como irrigante nos muestra una penetracion del
azul de metileno significativamente favorable comparandolo con todos los grupos del estudio. Este
grupo muestra en los 3 tercios una tincion bastante extensa y agregando que en la UFC mostré
casi un nulo crecimiento bacteriano podemos concluir que este fue el mejor método para la
desinfeccion.

LASERS + NaOCl5.25% LASERS + NaOCl 5.25% LASERS + NaOCl5.25%
CERVICAL MEDIO APICAL

El grupo 4 muestra la penetracion de la tincion con azul de metileno en los 3 tercios de la raiz muy
similar al del grupo 2 (NaOCI + ultrasonido).

8.4 Analisis estadistico

Tabla 1.

Estadistica descriptiva de las unidades formadoras de colonias por grupo de estudio
Tratamiento Media DE Prueba F Valor p
Control + 2387.50 165.20

Ultrasonido + NaOCI 5.25% 746.00 94.25

Laser + H20 7.25 0.96 39750 <0.0001
Laser + NaOCI 5.25% 1620.00 90.92
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Se realizé un andlisis de normalidad de las unidades formadoras de colonias mediante una
prueba de Shapiro-Wilk con la que fue posible concluir que los datos presentaban una
distribucion normal (p=0.096).

El grupo control + present6 una media de UFC de 2387.50+165.

El grupo de Ultrasonido + NaOCI presentd una media de UFC de 746.00+£94.25.
El grupo Laser + H20 present6 una media de UFC de 7.25+0.96.

El grupo Laser + NaOCI presenté una media de UFC de 1620.00+90.92.

Los datos tabulados se analizaron estadisticamente mediante la prueba ANOVA. Los tres grupos
mostraron una reduccién global significativa (p < 0.0001 ) del efecto antimicrobiano (Tabla. 1) en
comparacion con el grupo control. Siendo el méas alto en LASER + H20 (Grupo 3) (7.25), seguido
del hipoclorito de sodio al 5,25% activado con ultrasonido (Grupo 2) (746.0) y Laser + NaOcl
5.25% (Grupo 4) (1,620.0) el que menos. Todos los grupos de tratamiento fueron eficaces contra
el Biofilm de E. faecalis y P. gingivalis y mostraron una reduccion significativa en el recuento de
bacterias viables después del tratamiento a excepcion del Grupo 4.

Grafica 1. Efecto antimicrobiano del laser en conductos radiculares,

por grupo de estudio

3,000
2,500
2,000
£ 1,500
1,000
500
7.3
0 —_
Control + UltraSonido + Laser + H20 Laser + NaOClI
NaOCI 5.25%
Tabla 2.
Prueba t de Dunett para comparacion entre grupos
Comparacion Prueba t DE Valor p IC 95%
Ultrasonido + NaOCI -1641.50  70.16 <0.0001 -1827.39 -1455.61
Laser + H20 -2380.25  73.96 <0.0001 -2576.19 -2184.31
Laser + NaOCl 5.25% -767.50 73.96 <0.0001 -963.44 -571.56

o La diferencia en efectividad entre El Laser + H20, Laser + NaOCI 5.25 % y NaOCI
activado con ultrasonido es estadisticamente significativa.

e El Laser + H20 es significativamente mas eficaz que todos los demas grupos.
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o El ultrasonido + NaOCI 5.25 % es significativamente efectivo que el Laser con NaOCI
5.25%.

o El Laser + H20 es significativamente mas efectivo que el Laser + NaOCI 5.25%.

Grafico Q-Q normal de UFC Grafico Q-Q normal sin tendencia de UFC

Normal esperado
Desviacion de Normal

Valor observado Valor observado

Grafica 2 y 3. Pruebas de normalidad
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9. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar la desinfeccion del conducto radicular con el uso de Laser
Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm en la reduccion de la carga bacteriana Biofilm de E. faecalis
y P. gingivalis. La irrigacion es uno de los pasos mas importantes en el tratamiento endodéntico,
con el objetivo de generar limpieza, desinfeccion mediante la implementacién de irrigantes.

Para este este estudio se implemento un modelo de biofim utilizando dientes extraidos de una sola
raiz para investigar la efectividad de 3 técnicas de irrigacion: El grupo 2 fue la activacion del
hipoclorito de sodio al 5.25% activado con Ultrasonido, el grupo 3 correspondio al Laser Er;Cr
YSGG 2780nm + Diodo 940nm + H20O y el grupo 4 el Laser Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm
+ NaOCl 5.25%.

La activacion del Hipoclorito de sodio al 5.25% con Ultrasonido es uno de los métodos mas
utilizados en el tratamiento de endodoncia como protocolo de desinfeccién; en el 2019 Susila y
Minu mencionaron que el uso del ultrasonido a 30KHz da como resultado una mejor desinfeccion
de los conductos radiculares si se aplican 3 ciclos de 20 segundos de activacion, siendo este el
protocolo activacion del irrigante que se realizo en este estudio.

En el presente estudio el grupo 2 (US + NaOCI 5.25%) obtuvo mejores resultados que el grupo 4
(Laser Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm + NaOCI 5.25%). Teniendo como conclusién que el
NaOCI para el grupo 4 fue irrigado con una jeringa hipodérmica al mismo tiempo que se activaba
el laser y este no logro llegar hasta la longitud de trabajo y asi lograr una desinfeccion adecuada.

Merigo et al. en el afio 2021 evaluaron el efecto bactericida de la irradiacion laser Er,Cr:YSGG
sola y cuando se asocia con la irrigacion con NaOCI sobre el biofim endodontico en dientes
humanos de una sola raiz recién extraidos. Llegaron a la conclusion de que el laser Er,Cr:YSGG
tiene una mejor capacidad de eliminacién bactariana cuando se utiliza junto con NaOCI. Sin
embargo, el presente estudio demuestra que se podria lograr una desinfeccion 6ptima del conducto
radicular sin NaOCI, siendo el Laser Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm + H20 mas efectivo
que el Laser Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm + NaOCI 5.25%. Contrastando los resultados
de esta investigacion con los antecedentes de las investigacion de Merigo et al., antes mencionada,
no menciona como se llevo el NaOCI al conducto para su activacion con los Laseres; en nuestro
estudio se llevo el NaOCI con una jeringa hipodermica mientras se realizaba la activacion con el
Laser Er;Cr YSGG, teniendo como teoria que el irrigante no logro penetrar por todo el conducto
radicular, dando un resultado no favorable en la reduccion del biofilm.

Los resultados de esta investigacion concuerdan con el estudio de De Meyer et al. realizado en el
2017 que revela que se logré una mejor eliminacién de biofim bacteriano cuando se activé con
solucion salina que cuando se activd NaOCI.

Tanto el SEM como el de UFC son métodos comunmente utilizados para confirmar la presencia
de una biopelicula y evaluar la eficacia de la eliminacion de la biopelicula. EI SEM permite
visualizar las estructuras morfoldgicas de los biofilms, su cantidad y distribucion en la superficie
de ladentinay en las capas mas profundas de la dentina Aunque se limita al analisis bidimensional
y semicuantitativo, a menudo se prefiere el SEM sobre otras técnicas de microscopia debido a su
alta resolucion y gran aumento.

Los protocolos utilizados para cada método se basaron en estudios previos (Violich D et al.,2010,
Takeda F et al., 1999, Ramalho KM et al., 2005, Ganguli A et al., 2022) .En estos estudios
utilizaron diferentes aumentos de SEM para calificar el smear leyer después de la instrumentacion,
en nuestro estudio se utilizé un aumento de 12000x y 25000x porque ofrece una imagen detallada
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de la superficie de las paredes de los conductos donde se puede contener el biofim bacteriano, el
corte solo se realizo en la parte apical debido que es la zona mas dificil asceso durante la irrigacion
y con mas variantes anatomicas.

Los resultados de nuestro estudio indican claramente que la irrigacion activada con Laser Er;Cr
YSGG 2780nm + Diodo 940nm + H20 mejora significativamente la eficacia antimicrobiana
contra biofilm de E. faecalis y P. gingivalis in vitro, probablemente a través del efecto fisico del
rapido movimiento del irrigante e irradiacion directa del biofilm. La potencia de salida y la
absorcion 6ptima de las longitudes de onda de este laser lo hace més adecuado para la desinfeccion
del conducto radicular en endodoncia que la activacion ultrasonica debido a que fue el mas
eficiente en erradicacion de biofilm de E. faecalis y P. gingivalis in vitro.

Se requieren mas estudios sobre el uso de Lasers como protocolo de desinfeccion en el tratamiento
de endodoncia. Aunque los lasers ya se usan en los tratamientos actuales todos los estudios que
existen son realizados in vitro, en un futuro convendria empezar a realizarlos en pacientes, ya que
sabemos que este tipo de protocolos no atentan contra la salud del paciente. Y asi podriamos
obtener mas evidencia de que su uso mejoraria nuestros tratamientos.
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10. CONCLUSION

La desinfeccion con Laser Er,Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm + H20 fue
significativamente mejor (p < 0,05), mientras que la irradiacion que no resulté en una
reduccion estadisticamente significativa (p > 0,05) fue el Laser Er;Cr YSGG 2780nm +
Diodo 940nm + NaOCI 5.25%.

El Laser Er;Cr YSGG 2780nm + Diodo 940nm + H20 fue la herramienta mas eficaz en
la erradicacion de biopeliculas de E. faecalis y P. gingivalis.
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