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Abreviaturas

mm Milimetros
uL Microlitros
um Micrémetros
XTT 2, 3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfenil) -(2H)-
tetrazolio-5-carboxanilida
SEM Microscopia electrénica de barrido
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
BHI Infusién cerebro-corazén
PBS Disolucion salina tamponada con fosfato
MTP Placas de microtitulacion
CFU Conteo de unidades formadoras de colonias
NaClO Hipoclorito de sodio
CHX Clorhexidina

Ca(ClO)2

Hipoclorito de calcio
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Resumen

Introduccion: La desinfeccidn del sistema de conductos radiculares forma parte
importante para el éxito del tratamiento mediante la eliminacion de los
microorganismos presentes en el conducto radicular, las soluciones irrigantes
usadas actualmente y futuras deben poseer este efecto antimicrobiano ademas de
las propiedades ideales de los irrigantes. Objetivo: Evaluar el efecto antimicrobiano
del hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio a diferentes concentraciones en
biopeliculas de Enterococcus faecalis y Candida albicans en dientes extraidos.
Metodologia: Se llevo a cabo la formacién de biopeliculas en conductos radiculares
de dientes unirradiculares con Enteroccocus faecalis y Candida albicans de manera
planctonica e inter-reino a 7 y 21 dias y se realiz6 caracterizacién para evaluar su
formacion con ensayos XTT, cristal violeta, microscopia electrénica de barrido
(SEM) y microscopia electronica de barrido confocal (CLSM), una vez conformada
posteriormente se evaluaron los irrigantes: hipoclorito de sodio liquido y en gel e
hipoclorito de calcio a dos concentraciones diferentes: 5.25% y 2.5% para ser
observados mediante SEM y Confocal, y medidos mediante ensayos XTT y Cristal
violeta. Resultados: La irrigacion a una mayor concentracion (5.25%) en los
diferentes irrigantes demostr6 valores menores de viabilidad y biomasa en
comparacion con la irrigacion a una concentracion menor (2.5%). Las imagenes de
CLSM mostraron el alcance del irrigante dentro de los tubulos dentinarios
eliminando la biopelicula presente corroborado con las microfotografias de SEM
donde se observaron las paredes del conducto radicular con menor presencia de
biopelicula. Conclusiones: La concentracion a la que es aplicada el irrigante es
importante para un mejor resultado del tratamiento de conductos ya que se relaciona
con su efecto antimicrobiano. La investigacion del hipoclorito de calcio como
irrigante debe ser considerado para su aplicacion en el area de la odontologia.



Abstract

Introduction: Disinfection of the root canal system is an important part of successful
treatment by eliminating microorganisms present in the root canal; irrigant solutions
used currently and in the future should have this antimicrobial effect in addition to
the ideal properties of irrigants. Objective: To evaluate the antimicrobial effect of
sodium hypochlorite and calcium hypochlorite at different concentrations on biofilms
of Enterococcus faecalis and Candida albicans in extracted teeth. Methodology:
Biofilm formation was carried out in root canals of uniradicular teeth with
Enteroccocus faecalis and Candida albicans in a planktonic and inter-kingdom
manner at 7 and 21 days and characterization was performed to evaluate their
formation with XTT assays, crystal violet, scanning electron microscopy (SEM) and
confocal scanning electron microscopy (CLSM), once formed, the irrigants were
evaluated: liquid and gel sodium hypochlorite and calcium hypochlorite at two
different concentrations: 5.25% and 2.5%, observed by SEM and confocal, and
measured by XTT and crystal violet assays.

Results: Irrigation with a higher concentration (5.25%) of the different irrigants
showed lower viability and biomass values compared to irrigation with a lower
concentration (2.5%). CLSM images showed the reach of the irrigant into the
dentinal tubules, eliminating the biofilm present, corroborated by SEM
microphotographs where root canal walls with less biofilm presence were observed.
Conclusions: The concentration at which the irrigant is applied is important for a
better outcome of root canal treatment as it is related to its antimicrobial effect. The
study of calcium hypochlorite as an irrigant should be considered for its application
in dentistry.



1. Introduccion

El objetivo principal del tratamiento de conductos es la limpieza del
conducto infectado y prevenir una reinfeccion de este. Una de las
causas del fracaso son los microorganismos que poseen la capacidad
de formar biopeliculas. Por lo que el tema de irrigacion y medicacion
del conducto radicular es tema de investigacion actualmente (Ali A,
2022).

Pesee a un tratamiento existoso, existe la posibilidad del fracaso
iniciando por el hecho de que nunca se logra limpiar en su totalidad por
la anatomia compleja de los conductos radiculares incluyendo
conductos accesorios, colaterales, laterales y delta apical, y variaciones
con istmos y hendiduras (Da Silva Goulart et al., 2024).

Entre los microorganismos que mayormente se encuentran en los
conductos en infecciones secundarias o persistentes es Enterococcus
faecalis con una prevalencia de 24-80%. Debido a su capacidad de
invadir los tubulos dentinarios y formar biopeliculas complejas. Ademas
de su supervivencia en pH alcalinos dentro de los tubulos dentinarios
por periodos largos de tiempo (Li et al., 2020).

La presencia de esta bacteria ha generado relacion con el hongo
Candida albicans donde se presenta como levadura e hifa
contribuyendo al fracaso del tratamiento y relacionando con lesiones
perirradiculares (Ahmed et al., 2024).

Las soluciones irrigantes son las encargadas de desorganizar y eliminar
estas biopeliculas, los objetivos principales del irrigante son: eliminar las
biopeliculas, disolver tejido organico y lubricar el conducto para la

instrumentacion. Logrando los objetivos sin irritar los tejidos
8



perirradiculares. El hipoclorito de sodio sigue siendo el irrigante ideal
hoy en dia por sus resultados reportados mas sin embargo la
investigacién de nuevos irrigantes sigue siendo tema de interés en el

area de endodoncia (Drews, D. J. et al.,2023).



2. Marco teodrico

2.1 Biopeliculas

Una biopelicula es una comunidad microbiana sésil generada en una
superficie y compuesta de células en una matriz extracelular polimérica
autoproducida (Costerton, 2007).

En cuestion de biopeliculas relacionadas a infecciones endododnticas, la
morfologia en cuanto al grosor de la matriz depende de la composicién
de la especie y aumenta con su tiempo de vida. Ademas de como las
condiciones ambientales son un criterio importante para el desarrollo y
comportamiento de la biopelicula (Siqueira, J. F.,2022).

La formacion de una biopelicula se comprende en 4 etapas, iniciando
por la colonizacion donde los microorganismos llegan a la superficie,
posterior se empiezan a generar microcolonias donde se realiza la
multiplicacion celular, en la tercera etapa se lleva a cabo la maduracion
de la biopelicula donde se produce matriz celular, y por ultimo la
propagacion de los microorganismos para generar mayor colonizacion.
Las biopeliculas presentan mayor resistencia a los agentes
desinfectantes que los microorganismos de manera planctonica (Ye
et al., 2019).

10
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Figura 1. Formacién de biopelicula (Estornell,2023)

2.1.1Modelos IN- VITRO de biopeliculas

Los enfoques de investigacion con relacion a las biopeliculas formadas
en la cavidad oral son diversos por eso mismo la variable de los modelos
de estudios que se pueden emplear como IN-VITRO o IN-VIVO. Para la
eleccion de un modelo de estudio es importante determinar los
parametros que se tomaran en cuenta como el conocimiento de los
materiales y el modelo, facilidad de wuso y el rendimiento
(Zaborskyte,2022).

Técnica con placas de microtitulaciéon (MTP)

Es uno de los sistemas IN- VITRO mas utilizado para la investigacion
relacionada con biopeliculas, este consta de un sistema cerrado en
placas con pocillos que van desde los 6, 12, 24 y 96. Entre sus ventajas
se encuentra la accesibilidad en costo y facilidad de uso, ademas de
requerir pequefios volumenes de reactivos en los experimentos

(Coenye,2010).
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El procedimiento consta de una suspension celular en cada pocillo y se
incuba con las condiciones seleccionadas, la biopelicula se formara

tanto en el fondo como en las paredes (Lee, 2023).

2.2Caracterizacion microbioloégica

El estudio de los microorganismos en diversos estudios y sus
aplicaciones requiere del uso de diferentes procedimientos y equipos
para su caracterizacion bioldgica mediante categorias como son
morfologia, fisiologia, crecimiento y reproduccion, patogénesis y
propiedades genéticas (Pelczar, R et al,.2025).

Para llevar a cabo el estudio de los microorganismos se requiere la
integracion de diferentes métodos cualitativos y cuantitativos que se
puede realizar en diferentes niveles respecto a su especie, género y
genotipo. Con un enfoque integral y multifacético al relacionar métodos
analiticos y técnicas de microscopia para su analisis morfolégico
(Gerardi, D.,et al 2024).

Las técnicas de caracterizacion se han actualizado para un mejor
estudio en su crecimiento que involucran su estructura, tamano y
comportamiento con avances en tecnologia e implementacion de
materiales para ensayos para cuantificar en estudios IN-VITRO la carga
microbiana, a su vez aportan datos como presencia de proteinas y otras
moléculas (Shreehari Kodakkat et al,.2024).

12



221 XTT

XTT es una sal de tetrazolio que las enzimas mitocondriales se reduce
a formazan naranja soluble en agua, utilizado para cuantificar la
actividad metabdlica. El formazan es una molécula soluble que solo se
une a células vivas metabdlicamente activas, su absorbancia es
proporcional al numero de células vivas (Alonso, B et al,.2017).

Su aplicacion es para evaluar la capacidad de las células activas para
transformar el XTT en color amarillo soluble en agua a el color naranja
de formazan que sera medido mediante absorbancia en un
espectrofotometro. Este ensayo aporta ventajas al aplicarlo en estudios
de biopeliculas como lo son: una medicion rapida, cuantificar numero
de células vivas, evaluar la totalidad de la biopelicula, evaluar las células

que se adhieren a la dentina (Guneser & Eldeniz, 2016).

2.2.2 Cristal violeta

El ensayo de cristal violeta es utilizado para la cuantificacion de biomasa
de biopeliculas siendo un método con alto rendimiento produciendo
datos sélidos y proporcionando de igual manera informacién cualitativa
con su tincién. Este método se lleva a cabo en microplacas de pocillos,
consta de la union del cristal violeta a moléculas cargadas
negativamente asi se genera una tincion tanto de las bacterias como de
la matriz de la biopelicula. Tiene la capacidad de teir las células viables
como las no viables y su manera de medir es mediante absorbancia en

espectrofotometro desde los 550 nm (Amador et al., 2021).
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2.3 Microscopia: principio y funcionamiento

La microscopia es el estudio de células y tejidos que podran ser
observados respecto al tamafo que presentan y por el cual se requiere
instrumentos para ampliar la imagen y poder ser estudiada.
Dependiendo el tipo de estudio existen microscopios aptos para cada
situacion como Microscopio 6ptico, microscopio de sonda de barrido y

microscopio electrénico (Mancera, G et al,.2024).

2.3.1Microscopio de barrio laser confocal (CSLM)

Es un tipo de microscopia de fluorescencia debido a que proporciona
una resolucién de imagen y contraste mejor comparado con el
microscopio oOptico convencional. Las ondas de luz son la fuente de
energia para la excitacion de la muestra pasando a través de una
abertura en un plano confocal eliminando la sefal difusa fuera del foco.
La muestra absorbe la energia y responde emitiendo ondas de luz
largas que se registran y se convierten en imagen. Técnica avanzada
de imagen Optica donde se obtienen imagenes de alta resolucion y
seccionamiento de muestras complejas debido a su O6ptica de
iluminacion que permite una reconstruccion 3D a partir de multiples
imagenes alineadas (Elliott AD,.2020).

Su principio se basa en capturar unicamente el campo de vision y
desenfocar todo aquello fuera del plano, haciéndolos asi confocales,
idea inicial patentada por Marvin Minsky en 1950. Los componentes
basicos son los agujeros del alfiler, detectores de ruido, lentes objetivos,

filtros de longitud de onda e iluminacion laser (Naweocka, A et al,. 2021).

14
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dicroico

2.3.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Conocido por sus siglas en inglés como SEM el microscopio electronico
de barrido este lleva su funcion mediante un patron rasterizado, los
electrones no solo pasan por la muestra, sino que se reflejan en la
superficie a estudiar o incluso ionizan atomos dentro de la muestra
liberando electrones que ayudaran a formar la imagen final
reconstruyendo tridimensionalmente la superficie (Egerton, 2011).

Esto se lleva a cabo mediante un barrido de la superficie de la muestra,
por medio de un haz de electrones cuyo diametro es disminuido (4 nm
y 200 nm), con lentes electromagnéticos formadas por el paso de
corriente a través de solenoides. Interacciona con Ila muestra,
generando sefales las cuales son recopiladas por un detector
especifico para cada una (Scanning Electron Microscopy | Principles Of

Scanning Electron Microscopy | Thermo Fisher Scientific - US, s. f.).

15
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2.4 Infecciones endododnticas

Las infecciones endoddnticas son causadas por microorganismos, en
su mayor parte bacterias, que se encuentran en los conductos
radiculares del diente afectado. El microbiota dentro del sistema de
conductos radiculares es el factor que determina la patogénesis de las
lesiones periapicales (Xu et al., 2020).

Estas infecciones pueden ser intrarradiculares o extrarradiculares, las
infecciones endoddnticas intrarradiculares se dividen en tres respecto
al momento en que los microorganismos ingresan al sistema de
conductos radiculares: primarias, los microorganismos invaden y
colonizan la pulpa principalmente bacterias anaerdbicas donde destaca
Prevotella (23,5%); secundaria donde los microorganismos ingresan

posterior a una intervencion donde destacan las Fusobacterium
16



(18,4%), y las persistentes donde éstos mismos microorganismos se
vuelven mas resistentes. Dentro de estas infecciones se pueden
detectar 15 filos, 29 clases, 47 6rdenes, 85 familias, 160 géneros y 368
especies. Donde predominan Prevotella, Porfiromonas, Fusobacterium,
Neisseria, Lactobacilos, Parviromonas, Streptococcus, Enterococcus,
Actinomyces (Keskin et al., 2017).

Existe una  persistencia de  Streptococcus, Parvimonas,
Actinomyces, Propionibacterium, Lactobacillus, Enterococcus. Entre los
principales gram positivos que generan resistencia posterior al
procedimiento quimico-mecanico (Nardello et al., 2022).

El desbridamiento mecanico reduce la carga bacteriana, mas, sin
embargo, no la erradica. Para lograr una reduccioén intrarradicular es
necesario el empleo de diferentes irrigantes y técnicas de desinfeccion.
En casos de necrosis pulpar existe la presencia de microorganismos
anaerobios y microorganismos aerobios en un 60% de los casos,
Streptococcus en un 85%, y gram negativos bacilos en un 15% de los
casos. Bacterias gram positivas, como Streptococcus y Enterococcus
faecalis, son las responsables de la mayor cantidad de fracasos
endoddnticos. Las infecciones del conducto radicular y las apariciones
recurrentes de periodontitis apical se han relacionado a la presencia de
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y Candida albicans (Xu
et al., 2019).
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2.5 Fracaso del tratamiento de conductos

La terapia de conductos radiculares puede fracasar esto debido a que
no se realizO una correcta desinfeccion o bien sucede una
recontaminacion del conducto por una restauracién mal adaptada o la
falta de ella. Los microorganismos que pese a una desinfeccion
sobreviven generan una biopelicula que posee mejor tolerancia al
entorno y a la medicacion intraconducto (Du et al., 2021).

Dicho fracaso puede ser prevenido o disminuir la probabilidad de que
suceda desde el procedimiento, realizando un buen diagndstico, un
aislamiento correcto, la preparacion del acceso e identificacion y
ubicacion de los conductos, correcta longitud de trabajo y adecuada
obturacion (Keskin et al. 2017).

2.6 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis, coccus anaerobio facultativo gram positivo,
considerado por sus cepas persistentes, puede crecer en un medio con
diferentes temperaturas entre 5 y 50° C y pH hasta 9,6 (Daca &
Jarzembowski, 2024). Puede sobrevivir a condiciones dificiles vy
soportar una alimentacion inadecuada, con la capacidad de formar
biopeliculas complejas (Yavagal et al., 2023).

Es una especie que presenta resistencia a la fagocitosis y a los
antimicrobianos en comparacion con otros microorganismos debido a
su resiliencia. Se ha encontrado en casos de retratamiento o infecciones
endoddnticas secundarias con prevalencia de 24 a 80% dentro de la

presencia de bacterias (Li et al., 2020).
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Tiene la capacidad de formar una biopelicula donde tiene la disposicion
de modular la respuesta inmune del huésped y generar macromoléculas
virulentas que conllevan a la destruccién del tejido periapical (Du et al.,
2021).

2.7 Candida albicans

Candida albicans es un patdgeno fungico presente en las infecciones
endoddnticas persistentes (Pauletto et al., 2024), un hongo dimorfico
con forma de levadura e hifas, que en condiciones especificas
contribuye al fracaso del tratamiento de conductos (Ahmed et al., 2024).
Identificado como la especie de candida con mayor predominio del
microbiota oral, debido a su virulencia superior a otras especies por sus
propiedades como la adhesion tenaz a la superficie y su capacidad de
formar biopeliculas, produccion de enzimas hidroliticas, fosfolipasas,
proteinasas y hemolisinas. Generando asi la habilidad de adaptabilidad

ambiental para evadir las defensas del huésped (Abraham et al., 2020).

2.8 Biopelicula du-especie inter-reino

La interaccidon entre bacterias y hongos en una biopelicula tiene cada
vez mayor evidencia en estudios de enfermedades infecciosas orales.
La coexistencia de Enterococcus faecalis y Candida albicans en los
conductos radiculares y penetrando en los tubulos dentinarios donde
Enterococcus faecalis se adhiere a la Candida albicans en forma de

levadura como en hifa presenciando los beneficios que les otorga
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Candida albicans a la supervivencia de Enterococcus faecalis (Du et al.,
2021).

La coexistencia de Enterococcus faecalis y Candida albicans dentro del
conducto radicular invadiendo los tubulos dentinarios ha sido reportada
en casos de fracaso del tratamiento de conductos, corroborando que
generan unidas una biopelicula mas densa y gruesa, que debido a su
propiedad se vuelve mas tolerante a la alcalinidad e inanicion, asi como
resistente al ser expuesta a productos antimicrobianos. Candida
albicans se encarga de mejorar el medio para que Enterococcus faecalis
pueda adherirse a las paredes dentinarias. Asi al establecerse llegan a
generar una mayor reabsorcidn Osea periapical con niveles altos de

citoquinas inflamatorias (Ornuma Srihawan et al., 2024).

2.9 Limpieza y desinfeccion del sistema de conductos radiculares

La limpieza y desinfeccion completa del sistema de conductos
radiculares se consideran obligatorias para el éxito a largo plazo del
tratamiento de conductos, pero a pesar de una irrigacion exhaustiva
después de una limpieza mecanica, el tejido pulpar residual, las
bacterias y los restos de dentina pueden permanecer en el sistema de
conductos radiculares hasta en un 30%. El uso de irrigantes en el
tratamiento de conductos toma un papel vital debido a que es la manera
de desinfectar areas del conducto radicular que no han sido tocadas

durante la instrumentaciéon mecanica (Xu et al., 2020).
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2.10 Irrigantes

Uno de los objetivos del tratamiento de conductos es lograr una
desinfeccion y prevenir una reinfeccion, la instrumentacion sin irrigacion
logra mecanicamente reducir el microbiota, sin embargo, la morfologia
compleja donde se presentan conductos accesorios, laterales, istmos o
deltas apicales generan una dificultad para una limpieza unicamente
mecanica, es por ello por lo que el uso de irrigantes es indispensable
para una limpieza quimico-mecanica. La irrigacion tiene dos objetivos
uno fisico y uno quimico, el fisico consta de impulsar el irrigante a través
del sistema de conductos radicular para generar un desbridamiento y el
quimico que se refiere a la irrupcion de la biopelicula, inactivando
endotoxinas y disolviendo tejido organico (Gomes, B. P. F. A. et
al.,2023).

Los irrigantes mas utilizados para la desinfeccion de los conductos
radiculares son hipoclorito de sodio (NaClO), etilendiaminotetraacético
(EDTA), clorhexidina (CHX) y solucion salina al 0,9%.

Las propiedades deseables de las distintas soluciones irrigantes son:
-Germinicida y fungicida.

-Estabilidad en solucion.

-Efecto antimicrobiano.

-No ser inactivado ante liquidos como sangre, suero y proteicos del
tejido.

-Poseer una tension superficial baja.

-Capacidad de eliminar barrillo dentinario y desinfectar dentina
subyacente.

-Aplicacion rapida.
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- Disolucién de tejido necrdtico y vital.

- Econdmico.

- Practicidad.

Las propiedades no deseadas son:

-Irritacién de los tejidos periapicales.

-Interferir en la reparacién de los tejidos periapicales.
-Pigmentante.

-Antigénico.

-Toxico para células tisulares del diente.
-Carcinogeno.

-Interacciones indeseables con otras soluciones y materiales de

irrigacion endodoéntica (Berman, L et al.,2022).

2.10.1 Hipoclorito de sodio

El Hipoclorito de sodio (NaClO) al 5.25% considerado el estandar de
oro, es la solucion irrigante mas utilizada en endodoncia, un liquido claro
color amarillento y con un olor caracteristico. Que ante la presencia de
luz se degrada y es soluble en agua (Ali A, et al.,2022).

Entre sus ventajas predomina como agente antibacteriano y proteolitico,
poseyendo la capacidad de disolver tejido organico. Pese a sus
ventajas, es importante el conocer los inconvenientes como lo son su
toxicidad, corrosivo, olor desagradable y la decoloracion que ocasiona.
Por lo tanto, se recomienda su uso en concentraciones entre 2.5 a 6%
del irrigantes. Debido a que su mecanismo de accidn provoca
alteraciones biosintéticas en el metabolismo celular y destruccién de

fosfolipidos, formacion de cloraminas que interfieren en el metabolismo
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celular, accion oxidativa con inactivacion enzimatica irreversible de
bacterias y degradacion de lipidos y acidos grasos (Drews et al., 2023).
Mediante el proceso de gelificacion se logra la consistencia del
hipoclorito de sodio en gel al 5.25%, donde se agregan gelificantes a
una solucion caliente de hipoclorito de sodio. Estos gelificantes tienden
a autoensamblarse mediante la formacién de enlaces H, pero se
rompen rapidamente debido a las altas temperaturas. Tiene las mismas
caracteristicas y propiedades del hipoclorito de sodio en consistencia
liquida, sin embargo, existe menor riesgo de extrusion apical de la

solucidn (Kotecha et al., 2023).

2.10.2 Hipoclorito de calcio

El hipoclorito de calcio (Ca (ClO)2) al 65%, también llamado cal clorada
o sal de calcio de acido hipocloroso es un polvo granular blanco con
mayor porcentaje de cloro (70%), tiene un pH de 11.5 y se descompone
a una temperatura de 100°C. El hipoclorito de calcio es alguicida y
bactericida, por sus propiedades es aplicado en la purificacién de agua
potable y desinfeccion de aguas de piscinas. Presenta mejor estabilidad
quimica, que posee una accidn microbiana y capacidad de disolver
tejidos organicos similar al NaClO, y que tiene menor capacidad de
inducir alteraciones estructurales en la dentina (De Pellegrin et al.,
2023).

Por su parte el hipoclorito de calcio (Ca(ClO)2) ha demostrado tener
mayor cantidad de iones de cloro utilizables en comparacion con el
hipoclorito de sodio, lo que a su vez le daba una mayor capacidad de

disolver tejido organico. Por tales ventajas ha sido estudiado tanto en
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su efecto antimicrobiano como citotoxico donde se mostraron resultados
positivos en cuanto a viabilidad celular y una respuesta inflamatoria

menor en comparacion con el hipoclorito de sodio (Ozturk et al., 2024).
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3. Antecedentes

Ahmed etal. (2024), mediante un estudio IN-VITRO con dientes
tratados endododnticamente, enfatizd el hecho de la persistencia de
Enteroccocus faecalis y Candida albicans dentro del sistema de
conductos radiculares.

Kotecha et al. (2023), evalud la eficacia del hipoclorito de sodio en gel y
en solucion liquida en la desinfeccion del sistema de conductos
radiculares en dientes diagnosticados con necrosis pulpar vy
periodontitis apical, determinando que ambos presentan eficacia
antimicrobiana generando una desinfeccion efectiva. Asi mismo,
Arruda-Vasconcelos et al. (2022) en un estudio evaluando la eficacia del
hipoclorito de sodio al 6% en dientes diagnosticados con pulpitis
irreversible sintomatica donde se detectaron 260 cepas inicialmente y
215 al término de este, las especies mas significativas fueron:
Actinomyces, Enterococcus, Prevotella, Streptococcus, Treponema.
Dumani et al. (2019) en una muestra de 105 dientes infectados con
Enterococcus faecalis al irrigar con hipoclorito de calcio al 2.5%
encontré una reduccion bactericida significativa dentro del conducto

radicular.
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4. Planteamiento del problema

El éxito del tratamiento de conductos no quirurgico aborda un 90%, pese
a esta cifra el 10% restante entra dentro del porcentaje de dientes que
posteriormente son retratados o extraidos (Sonntag, 2010), existen
diferentes causas del porque la terapia de conductos fracasa entre ellas
destacan un diagnostico erréneo, una deficiente preparacion
biomecanica acompanada de baja irrigacion, falla en la obturacion y una
inadecuada rehabilitacion final.

En estudios recientes se menciona que, pese a una preparacion
quimico-mecanica, aun existe la presencia de bacterias dentro de los
tubulos dentinarios, obteniendo una desinfeccion imparcial del sistema
de conductos radiculares ante la resistencia y persistencia de las
bacterias de Enterococcus faecalis y el hongo Candida albicans.

La presencia de Enterococcus faecalis en raices obturadas puede llegar
incluso hasta un 70%, pese que la bacteria tiene que sobrevivir a la
accion de agentes antimicrobianos al momento de la irrigacion, posee
la habilidad de colonizar los tubulos dentinarios lo que complica su
eliminacion ya que el irrigante en ocasiones no entra a todos los sitios
como lo son zonas del istmo, conductos en C, y conductos accesorios.
La presencia de Candida albicans en el conducto radicular puede
deberse a que esta se encuentra en forma comensal en la cavidad oral,
poseen diversos factores de virulencia que aumentan su resistencia
pese a un tratamiento, su presencia va desde el 0,5% hasta el 55%.
Las bacterias cuando se enfrentan a un agente adverso generan una

respuesta de estrés que les permite soportar la amenaza, sobrevivir y
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recuperarse. Lo que lleva a realizar un retratamiento del diente tratado
bajando asi su tasa de éxito a un 74 %.

Por dicho motivo el uso del irrigante ideal a una 6ptima concentracion
es necesario para eliminar la mayor cantidad posible de bacterias y
hongos presentes, tomando ademas las caracteristicas propias del
irrigante utilizado, asi como la reaccion de los tejidos perirradiculares al
tener alguna cercania con él.

El hipoclorito de sodio (NaClO) que es el irrigante actual mas utilizado
por presentar propiedades bactericidas y germicidas, pese a eso la
literatura ha abarcado cuestionamientos acerca de que a qué
concentracion debe ser empleado desde porcentajes de 0.25% hasta
5.25% para que por una parte llevar a cabo sus propiedades
antimicrobianas, pero a su vez no genere dafo en el tejido perirradicular
y terribles consecuencias en caso de extrusion que podrian generar
necrosis tisular.

Ademas de tomar en cuenta la concentracion correcta, existen las
cuestiones de cuanto irrigante se debe emplear y por cuanto tiempo

para lograr mayor desinfeccion, y como potencializar el uso del irrigante.
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5. Pregunta de investigacién

¢ Cual irrigante entre hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio y en qué
concentracion tiene mejor efecto antimicrobiano ante Enterococcus
faecalis y Candida albicans en biopeliculas inter-reino en dientes

extraidos?
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6. Justificacion

El presente trabajo de investigacion se enfoca en evaluar mediante un
estudio IN- VITRO dos irrigantes: hipoclorito de sodio (NaClO) liquido,
hipoclorito de sodio en consistencia gel e hipoclorito de calcio (Ca
(ClO)2) a dos concentraciones diferentes para identificar su efectividad
antimicrobiana ante una biopelicula creada a partir de Enterococcus
faecalis y Candida albicans. Con la finalidad de determinar cual
concentracion tiene mejor efecto frente a estas bacterias y hongos
presentes en el sistema de conductos radiculares para asi ayudar en la
toma de decisiones al momento de elegir un protocolo de irrigacion.

Mediante este estudio se busca mediante ensayos cuantitativos y
observaciones microscépicas analizar como actua el irrigante en el
conducto radicular para cuantificar cuanta biopelicula sigue presente
posterior a una intervencion quimico mecanica, con la intencion de
comparar un irrigante utilizado ampliamente hoy en dia y otro que
recientemente es mencionado, con el fin de aportar conocimiento sobre
este nuevo irrigante y sus propiedades, ademas de corroborar si la
concentracion y presentacion en la que es aplicada el irrigante es viable

para lograr el éxito de la desinfeccion del conducto radicular.
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7. Objetivos

7.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antimicrobiano del hipoclorito de sodio e hipoclorito de
calcio a diferentes concentraciones en biopeliculas de Enterococcus

faecalis y Candida albicans en dientes extraidos.

7.2 Objetivos especificos

1. Crear y analizar la formacion de biopeliculas de bacterias
Enterococcus faecalis y Candida albicans dentro del conducto
radicular de dientes premolares unirradiculares extraidos.

2. Determinar la eficacia del agente irrigante.

3. Comparar el efecto antimicrobiano del hipoclorito de sodio liquido
vs. gel, y el hipoclorito de calcio a diferentes concentraciones.

4. Analizar la resistencia de las bacterias dentro del conducto
radicular de dientes extraidos al ser expuestas a diferentes

concentraciones del irrigante.
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8. Hipétesis

El irrigante a mayor concentracion al ser empleado en el conducto
radicular tendra mejor efecto antimicrobiano frente a la biopelicula
creada en dientes extraidos. Asimismo, el irrigante en consistencia
liquida lograra irrumpir facilmente la biopelicula en comparacion con una

consistencia en gel.
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9. Diseno metodolégico

Tipo de estudio: Experimental IN-VITRO

Universo de estudio: 140 Dientes premolares unirradiculares extraidos
de la clinica de odontologia de la ENES Ledn, UNAM con biopeliculas
conformada por Enterococcus faecalis y Candida albicans creada

dentro del conducto radicular.

Tipo y tamaio de muestra: Cinco repeticiones, Tres experimentos

independientes n=15
Espacio y tiempo: Laboratorio de investigacion Multidisciplinaria de la

Escuela Nacional de Estudios Superiores Unidad Leon, UNAM agosto
2024- marzo 2025.
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10.

Variables

Tabla 1. Variables independientes

Variable Definicion Definicion Escala de
conceptual operacional medicion
Hipoclorito de Es un compuesto | Compuesto Cualitativa
sodio quimico inorganico | quimico, _
ampliamente considerado el | Nominal
utilizado por sus|estandar de oro
propiedades de la irrigacion en
desinfectantes, endodoncia.
oxidantes y
blanqueadoras. Se
presenta
comunmente en
forma de una
solucidn acuosa de
color amarillo
verdoso y se
caracteriza por su
olor penetrante a
cloro (Amoquimicos,
s. f.).
Hipoclorito de También llamado | Compuesto Cualitativa
calcio "cal clorada" es un|quimico Nominal
compuesto quimico | empleado

cuya formula es Ca

(ClIO)s,. Es
ampliamente
utilizado en

tratamiento de aguas
por su alta eficacia
contra bacterias,
algas, moho, hongos
y microorganismos
peligrosos para la
salud humana

en desinfeccion.
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(Amoquimicos, s. f.-
b).

Concentracion Magnitud que | Concentracion del | Cuantitativa
expresa la cantidad |irrigante Continua
de una sustancia por | empleado
unidad de volumen, y
cuya unidad en
sistema 1. Hipoclorito
internacional es el de sodio
mol por metro cubico liquido
(mol/m3) (RAE, s. f.). 5.25%

2. Hipoclorito
de sodio en
gel 5.25%

3. Hipoclorito
de calcio
5.25%

4. Hipoclorito
de sodio
liquido
2.5%

5. Hipoclorito
de sodio en
gel 2.5%

6. Hipoclorito
de calcio
2.5%

Biopelicula Una biopelicula, | Biopelicula Cualitativa
tapiz bacteriano o |conformada por|Nominal
tapete microbiano es | los
un ecosistema | microorganismos
microbiano Enterococcus
organizado, faecalisy Candida

conformado por una
0 varias especies de
microorganismos

asociados a una

albicans.
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superficie viva o
inerte, con
caracteristicas
funcionales y
estructuras
complejas
(Biopelicula >
Informacioén,
Biografia,  Archivo,
Historia., s. f.).

Cantidad de Porcion de  una | Mililitros utilizados | Cuantitativa
irrigante magnitud liquida en |para la irrigacion | Discreta

estado de | del conducto

agregacion de la|radicular

materia en forma de

fluido altamente | 20ml

incompresible, lo que

significa que su

volumen es casi

constante en un

rango grande de

presion (RAE, s. f.).

Tabla 2. Variables dependientes
Variable Definicion Definicion Escala de
conceptual operacional medicion

Efectividad del Capacidad de lograr | Capacidad del | Cualitativa
irrigante el efecto que se]|irrigante de | Nominal

desea 0 se espera | eliminar la

(RAE, s. f.). biopelicula

creada.

Reduccién de La biomasa es el|Cantidad de | Cuantitativa
biomasa de conjunto de la|biomasa presente | Continua
biopelicula materia organica, de | dentro del
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origen vegetal o |conducto radicular
animal, y los | antes y posterior a
materiales que | la irrigacion
proceden de su|Cuantificado por
transformacion Cristal Violeta.
natural o artificial
(Biomasa | IDAE,
s. f.).
Viabilidad celular |Es la medicion del | Cuantificacion de | Cuantitativa
de la biopelicula numero de células |células vivas | Continua
vivas en una | dentro del
muestra, conducto
generalmente dada | radicular, medido
como una | a través de XTT.
proporcion de la
poblacién celular
total. Es un
parametro critico
para medir al
evaluar la salud de
cualquier cultivo
celular o el resultado
de un ensayo (Salud
Celular: Viabilidad,
Proliferacion,
Citotoxicidad y
Funcion Celular,
s. f.).
Morfologia de la Disposicion o modo | Microfotografias | Cualitativa
biopelicula de estar|de la estructura | Nominal
relacionadas las | dentro del

distintas partes de
un conjunto (RAE,
s. f.).

conducto radicular
obtenidas por los
microscopios de
SEM y Confocal.
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11. Criterios de seleccion

11.1 Criterios de inclusion
« Dientes unirradiculares.

« Dientes con una longitud radicular de 13 mm o mas.
« Dientes con conducto radicular unico.

« Dientes con formacién de biopelicula.

11.2 Criterios de exclusion
e Dientes fracturados.

e Dientes con curvaturas mayores a 30°.
e Dientes deshidratados.
e Dientes con dentina radicular afectada.

e Dientes calcificados.

11.3 Criterios de eliminacion

e Dientes en los que no se genere una biopelicula.

e Dientes que se fracturen o fisuren durante el experimento.



12. Material y equipo

Para los ensayos hechos durante el proyecto se utilizaron equipos
como: campa de flujo, micropipeta 1-10 pL, 10-200 pL y 200-1000 pL,
incubadora de humedad relativa (MIDI 40 CO2 Thermo Scientific),
microcentrifugadora (ThermoFisher Fresco17), microscopio confocal
(Zeiss LSM 780), microscopio electronico de barrido (SEM; JSM 6060LV
JEOL), espectrofotometro (Thermo Scientific).
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13.

Universo de
estudio: 140
dientes

Criterios de
inclusion,
exclusion y
eliminacion:
104 dientes

Metodologia

Fase1 | — 24 dientes

Biopeliculas
« Enterococcus faecalis: 6 dientes
« Candida albicans: 6 dientes
« Efaecalis/C.albicans: 6 dientes
Control negativo: 6 dientes

Fase2 @ — 80dientes

G1: NaClo

C1:5.25%: 10 dientes

C2: 2.5%: 10 dientes

G2: NaClO gel

C1:5.25%: 10 dientes

C2:2.5%: 10 dientes

G3: Ca(Cl0):

C1: 5.25%: 10 dientes

C2: 2.5%: 10 dientes

G4: Control negativo: 10 dientes
GS5: Control positivo: 10 dientes

* SEM

{ Confocal

——

‘ 4

Figura 4. Esquema del proceso metodoldgico del experimento IN-
VITRO en fase 1: formacion de biopeliculas y fase 2: protocolo de
irrigacion.

13.1 Preparacion de la muestra

Se recolectaron

Ensayo XTT
Ensayo Cristal

- violeta

Confocal
SEM

104 dientes extraidos unirradiculares con las

caracteristicas de inclusion mencionadas para este estudio (24 dientes

para evaluacidon de la formacion de la biopelicula y 80 dientes para el

protocolo de irrigacion), se realizé un curetaje para eliminar restos de

residuos, calculo o tejido que se encontraran en la superficie radicular.

Posteriormente se enjuagaron con agua destilada, se realizé una marca

con plumoén indeleble a una longitud de 13 mm medida con vernier
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digital (Insize), se decoronaron con pieza de baja velocidad (Anelsam)
con un disco de diamante con micromotor bajo enfriamiento con agua
destilada, estandarizando la longitud de las raices a 13 mm. Después
de la preparacion de la cavidad de acceso, se permearon los conductos
utilizando una lima K manual de calibre n.° 10 (Denstply), los conductos
se irrigaron con 5 ml de solucion salina. El foramen apical se sellé con
cemento de iondmero de vidrio autopolimerizable (IOV) (3M) y la
superficie radicular se sellé con dos capas de esmalte para uias. Para
realizar estandarizacion del area apical se optd por instrumentar hasta
una lima 25/.04 con sistema rotatorio Race Evo (FKG) irrigando con
solucidn salina y se mantuvieron hidratados en agua destilada.

Previo a la primera etapa: formacién de biopelicula los 24 dientes
empleados se sometieron a una irrigacion previa para asegurar que el
conducto se encontrara limpio utilizando 5 ml de hipoclorito de sodio al
5.25% (NaClO), 5 ml de solucion fisiologica, 2 ml de EDTA y finalmente
5 ml de solucion fisioldgica. Se colocaron en agua destilada 10 minutos,
secando el conducto con puntas de papel, y llevados a tubos para
microcentrifuga de 1.5ml colocando 500 microlitros de medio BHI y

autoclavandolos durante 20 min a 121°C.
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Figura 5. Preparacion de los dientes. A) Estandarizacion con vernier B)
Permeabilidad C) Irrigacion con solucién fisiolégica D) Instrumentacion E) Colocacion
de barniz y IOV.
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Figura 6. A) Dientes posterior a preparacion. B) Soluciones irrigantes.
eze empleada. D) Dientes preparados para inoculacion biopelicula.

)Punta endo
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13.2 Fase 1: Desarrollo de biopeliculas

13.2.1 Cepas clinicas

El indculo de los microorganismos Enterococcus faecalis ATCC 29212
y Candida albicans ATCC 90028 en estado planctonico se prepard a
partir de una mezcla de suspensiones microbianas, (1,5%x108 unidades
formadoras de colonias (UFC) por ml para cada microorganismo).

Se realizaron cultivos jovenes de Enterococcus faecalis y Candida
albicans en platos de agar de su respectivo medio Mueller-Hinton y
Dextrosa Sabouraud y se incubaron durante 24 horas. Para la
inoculacién, se realizé overnight colocando de 3 a 5 colonias del cultivo
joven e incubando por 18 horas. Con el overnight realizado se realizd

suspensiones de ambos microorganismos en escala 0.5 McFarland.

Figura 7. Raiz de diente en los tubos
para microcentrifuga previo a inoculacion.
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13.2.2 Inoculacién de Enterococcus faecalis y Candida albicans
de manera plancténica y biopeliculas independientes

Los dientes previamente estériles en tubos para microcentrifuga ya con

el medio BHI, se dividi6 en los siguientes grupos:

e Biopelicula de Enterococcus faecalis: 6 dientes

Biopelicula de Candida albicans: 6 dientes

Biopelicula de Enterococcus faecalis/ Candida albicans: 6 dientes

Grupo control negativo: 6 dientes

Las suspensiones de Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Candida
albicans ATCC 90028 y la fusion de ambas fueron llevados dentro del
conducto radicular dentro de una campana de flujo laminar. Inicialmente
se colocaron 50 uL y se centrifugd en microcentrifugadora
(ThermoFisher Fresco17) a 5600 rpm y 7300 rpm durante 5 minutos
colocando solucién fresca. Se incubd a 37°C durante 21 dias,

realizando cambio de medio cada 24 horas.

Figura 8. A) Diente inoculado con medio a nivel de la altura del
diente (Dia 1). B) Grupos en tubos para microcentrifuga.
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13.3 Ensayo XTT

El ensayo con XTT sal de sodio X4626 también conocida como sal de
2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-carboxanilida, sal
interna de  2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide (Sigma-Aldrich) para cuantificar por colorimetria el
numero de células vivas y la absorbancia de estas. Se utilizé un diente
de cada grupo, se retiraron dichos dientes de los tubos para
microcentrifuga y fueron lavados dos veces con disolucion salina
tamponada con fosfato PBS (Sigma-Aldrich). En tubos para
microcentrifuga de 2 ml fue colocado 1ml de medio Brain Heart Infusion
(BHI) colocando en diente en su interior para posterior con lima U no.25
sonificando con ultrasonido (NSK) dentro del conducto para desprender
la biopelicula y posterior se le dio vortex 1 min para lograr desprender
la biopelicula en su totalidad.

Por ultimo, en cajas de 96 pocillos fueron colocados 50uL de la
suspension generada y 50uL de XTT y se incub6 a 37°C durante 4 hrs

para dar lectura.

Figura 9. Preparacion del diente previo a ensayo XTT.
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13.4 Ensayo Cristal Violeta

Para cuantificar la cantidad de biopelicula formada los tubos para
microcentrifuga fueron colocados en centrifugadora a 7000 rpm durante
10 minutos para generar un sedimento celular, posteriormente fue
retirado el medio y colocados 600 uL de metanol al 100%
resuspendiendo para fijar y fueron colocados en caja de 24 pozos
empleando 2 pozos por muestra colocando 300 pL en cada pozo
durante 40 min, se aspird el metanol para posterior colocar 600 pL de
cristal violeta 0,1% (w/v) (Sigma-Aldrich) y se incubd a temperatura
ambiente durante 20 minutos, se aspird para ser lavado con disolucion
salina tamponada con fosfato PBS (Sigma-Aldrich) dos veces y se
colocd acido aceético al 33% y se dejo reposar durante 5 minutos para

dar lectura en espectrofotometro a 590nm y 620nm.

Figura 10. Proceso para cristal violeta: A) centrifugacion para generacion
de B) sedimento celular, C) aplicacion de cristal violeta y D) colocacion de
acido aceético.
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Figura 11. Biopelicula en la caja de 24 pozos en dia 7 de formacion y dia
21 de formacion.
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13.5 Microscopia laser de barrido confocal (CLSM)

Las biopeliculas de Candida albicans, Enterococcus faecalis y la
combinacion de ambos se tifieron con 10 yl de colorante BacLight TM
LIVE / DEAD® preparado en 990 pL de agua destilada esterilizada en
una mezcla de 5 ul de colorante de acido nucleico fluorescente verde
SYTO® 9 y 5 ul de fluorescente rojo tincion con acido nucleico, yoduro
de propidio durante 5 min antes de la obtencion de imagen por CLSM
en microscopio confocal (Zeiss LSM 780). Se observaron las muestras
a un aumento de lente de 40x a tamafo de paso de 0.21 ym, a formato
de 212.3 ym x 212.3 ym proyectando el laser verde a 490-520 nm y el

laser rojo a 560-610 nm.

Figura 12. Division de la muestra para
ser tefiida y observada.
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13.6 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

En el dia 7 y 21 de formacion de la biopelicula dentro del conducto
radicular, una muestra por grupo fue preparada previo a ser observada
mediante microscopia electrénica de barrido (SEM; JSM 6060LV JEOL).
Se realizé un corte longitudinal a las raices con micromotor y disco de
diamante de baja velocidad estériles para obtener dos mitades, las
muestras fueron fijadas en glutaraldehido al 2.5% durante 48 horas,
fueron deshidratadas con etanol (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 70%, 95%
y 100%) colocando 5 minutos cada uno, para finalizar se realiz6 secado
a punto critico, recubrimiento con pulverizacion de oro durante 3
minutos para realizar observaciones con un aumento de 2500x, 5000x
y 10000x.

Figura 13. Preparacion de las muestras mediante proceso de fijacion y
deshidratacion.
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13.7 Fase 2: Protocolo de irrigacién

Posterior al periodo de la formacién de la biopelicula inter-reino dentro
del conducto radicular confirmada con la caracterizacion microbiologica,
80 raices fueron divididas en cinco grupos de irrigacion y grupos control

(G), cada grupo de irrigacion subdividido por concentracién (C).

C1:5.25% — 10 dientes
G1: Hipoclorito

de sodio liquido C2:2.5% — 10 dientes

C1:5.25% — 10 dientes
G2: Hipoclorito

desodioengel | c2:25% — 10 dientes

C1:5.25% — 10dientes
G3: Hipoclorito

de calcio C2:2.5% — 10 dientes

G5: Grupo control

positivo — 10 dientes

G6: Grupo _ — 10 dientes
control negativo

Figura 14. Esquema de division de la muestra para fase 2.
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13.7.1 Cepas clinicas

El indculo de los microorganismos Enterococcus faecalis ATCC 29212
y Candida albicans ATCC 90028 se realizé de igual manera utilizando
los mismos parametros como en la primera fase donde se evaluo la
formacion de las biopeliculas.

Se realizaron cultivos jovenes de Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
Candida albicans ATCC 90028 en platos de agar de su respectivo medio
Mueller-Hinton y Dextrosa Sabouraud y se incubaron durante 24
hrs. Para la inoculacién, se realizaron overnight colocando de 3 a 5
colonias del cultivo joven e incubando por 18 hrs. Con el overnight
obtenido se realizd suspensiones de ambos microorganismos con
escala 0.5 McFarland.

Las suspensiones de ambos microorganismos fueron llevadas dentro
del conducto radicular dentro de una campana de flujo laminar,
colocando inicialmente 50 uL y se centrifugd en centrifugadora
(ThermoFisher Fresco17) a 2400 rpm por 2 minutos, posterior se coloco
50 pL de solucion fresca y se centrifugoé a 4200 rpm por 2 minutos. Se
incubd a 37°C durante 21 dias, realizando cambio de medio cada 24

hrs.

13.7.2 Irrigacién

Posterior a los 21 dias de formaciéon de biopelicula se retiré el medio a
cada tubo de microcentrifuga y se lavdé dos veces con PBS (Sigma-

Aldrich). Con gasa estéril se tomo los dientes en tercio medio para ser
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irrigados con el irrigante correspondiente. Cada diente fue irrigado con
20ml de la solucién irrigante (hipoclorito de sodio, hipoclorito de sodio
en gel e hipoclorito de calcio) con aguja endo-eze y a su vez
instrumentado con sistema rotatorio Race Evo (FKG) con limas 25/.04
y 30/.04 para posteriormente ser secado el conducto con puntas de
papel numero 35 (Hygienic). Fue llevado a un nuevo tubo de
microcentrifuga estéril con 300 yL de medio BHI para realizar la

caracterizacion microbiologica.

Figura 15. Irrigacion del diente con
hipoclorito de sodio.

13.7.3 Caracterizacion microbiolégica

Se realizaron las pruebas de ensayo XTT, cristal violeta (Figura 11),
obtencién de imagenes con microscopia laser de barrido confocal y
microscopia electronica de barrido realizando las pruebas con los

mismos parametros detallados anteriormente en la parte de formacion
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de biopeliculas en los diferentes grupos y subgrupos de la fase de

irrigacion.

13.8 Analisis estadistico de resultados

Los datos paramétricos se analizaron utilizando el analisis
unidireccional de varianza (ANOVA) considerando los valores P < 0,05
estadisticamente significativos. El analisis estadistico se realizd
utilizando el software PrismAcademy (2025 GraphPad Software).

Posterior se realiz6 pruebas post-hoc de Tukey.

14.Resultados

14.1 Fase 1: Desarrollo de biopeliculas

14.1.1 Microscopia laser de barrido confocal (CLSM)

La observacion mediante la microscopia laser de barrido confocal
muestra en la figura 15 una imagen representativa de CLSM en grupo
control negativo donde se puede apreciar la propiedad de fluorescencia
del diente sin presencia de microorganismos ni tincion.

Consiguiente en las figuras 16 y 17 las imagenes de CLSM con el
colorante BacLight TM LIVE / DEAD® a un aumento de 40x con los

microorganismos Enterococcus faecalis, Candida albicans y la
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biopelicula conformada por ambos microorganismos inter-reino dentro
del conducto radicular.

La figura 16 representa las biopeliculas con 7 dias de formacién la
fluorescencia en las biopeliculas de los microorganismos de forma
independiente es mayor que la biopelicula inter-reino, comienza una
penetracion de la biopelicula en los tubulos dentinarios que es
proyectada en las imagenes 16c¢, 16f y 16i. Aunado a esta proyeccion la
fluorescencia verde predomina en los tres grupos.

Posteriormente en la figura 17 se presentan las biopeliculas con 21 dias
de formacion donde la fluorescencia es significativamente mayor y
abarca mayor area del conducto radicular, en la figura 17i la biopelicula
presenta una estructura solida en comparacion con el dia 7 de

formacion.

Figura 15. Grupo control negativo
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Dia 7

Figura 16. Imagenes de las biopeliculas de Enterococcus faecalis (a,b y c¢), Candida
albicans (d,e y f) y la combinaciéon de ambos (g,h e i) a un aumento de 40x en la

porcion media/apical de la raiz obtenidas 7 dias posteriores a la inoculacién.
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Dia 21

Figura 17. Imagenes de las biopeliculas de Enterococcus faecalis(a,b y c),

Candida albicans (d,e y f) y la combinacion de ambos (g,h e i) a un aumento de
40x en la porcion media/apical de la raiz obtenidas 21 dias posteriores a la

inoculacion.
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14.1.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Mediante microscopia electronica de barrido se observo la formacion de
biopeliculas de cada microorganismo e inter-reino en los conductos
radiculares y un control negativo.

La figura 18 y figura 19 muestran las microfotografias a aumentos de
2500x, 5000x y 10,000x del tercio apical del conducto radicular posterior
a 7y 21 dias de la formacién de las biopeliculas.

Las microfotografias obtenidas mostraron que las biopeliculas se
adhirieron a las paredes del conducto, asi como su penetraciéon en los
tubulos dentinarios. Enterococcus faecalis se presentd en forma
esférica, Candida albicans por su parte en su mayoria en forma de
levadura o esférica con dimensiones mayores a Enterococcus faecalis.
En las biopeliculas inter-reino se observaron relacion entre la bacteria 'y
el hongo estrechamente enlazados al generar Candida Albicans una red
de ancla para que los cocos de Enterococcus faecalis y facilitando asi
su adherencia al hongo.

En la figura 18 en el control negativo (a y b) se observan los tubulos
dentarios permeables, en las microfotografias continuas a 7 dias de
formacion esta invasion moderada de los microorganismos. Mientras
que en la figura 19 las microfotografias muestran una saturacion
significativa donde incluso la morfologia no es tan apreciable debido a

esta union y conformacion de las biopeliculas.
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Figura 18. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de los conductos radiculares de
control negativo e infectados por Enterococcus faecalis, Candida albicans y ambos 7 dias

posteriores a inoculacién a aumentos de 2500x (a,c,f,i), 5000x (b,d,g,j) y 10000x (e,h,k).
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Figura 19. Imagenes de microscopia electronica de barrido de los conductos radiculares

infectados por Enterococcus faecalis, Candida albicans y ambos 21 dias posteriores a
inoculacién a aumentos de 2500x (a,d,g), 5000x (b,e,f) y 10000x (c,f,i).
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14.1.3 Cinética de crecimiento

Los resultados de los recuentos de la absorbancia de las biopeliculas
de Enterococcus faecalis, Candida albicans e inter-reino se muestran
en la Grafica 1. Observando un crecimiento gradual y progresivo en
funcion del tiempo de formacion de la biopelicula al dia 0, 7, 14 y 20
dias de formacion.

La cinética es similar en los grupos, sin embargo la biopelicula inter-
reino muestra un crecimiento mayor. Enterococcus faecalis y Candida

albicans de manera aislada siguen el mismo patrén de crecimiento.

Cinética de crecimiento

0.20 — —— Enterococcus faecalis
ATCC 29212
0.15- —— Candida albicans
: ATCC 90028
o —— E.faecalis/C.albicans
@ 0.10 -
<
0.05-
0.00 T T T T

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 20

Grafica 1. Cinética de crecimiento del dia 0 al dia 20 de Enterococcus

faecalis, Candida albicans e inter-reino.
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En la grafica 2 se presenta la cinética en relacion con el crecimiento de
biopeliculas inter-reino a los dias 0, 7, 14 y 20 previo a la fase 2 de
irrigacion, donde su crecimiento en los tres grupos mantiene estrecha
relacion y su resultado al dia 20 en cuanto a absorbancia es ecuanime
para asi llevar a cabo la fase de irrigacién con las mismas condiciones

de biopelicula presente en los conductos radiculares.

Crecimiento de biopelicula multiespecie
0.8-

-o- NaCIO
0.6 -o- NaClO gel
—e- Ca (ClO),
Z 04-
0.2-
0.0 T T T

T
Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 20

Grafica 2. Cinética de crecimiento de los grupos control de las biopeliculas

de Enterococcus faecalis y Candida albicans previo a irrigacion.
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14.2 Fase 2: Protocolo de irrigacién

14.2.1 Microscopia laser de barrido confocal (CLSM)

Las imagenes obtenidas representativas de CLSM se observan en las
figuras 20 y 21 de las biopeliculas de Enterococcus faecalis y Candida
albicans posterior a la irrigacion.

En la figura 20 de los dientes irrigados con una concentracion de 5.25%
donde la fluorescencia no se presenta de esa manera tan significativa
como en las imagenes de control previas obtenidas en la fase de
formacion de biopeliculas en las figuras 16 y 17, sin embargo, la
presencia de una fluorescencia mayormente de color rojo nos indica que
la irrigacion a esta concentracion elimind en su mayoria la biopelicula
presente dentro del conducto radicular. El grupo de hipoclorito de sodio
liquido e hipoclorito de calcio abarcan mayor superficie representando
mayor penetracion del irrigante en los tubulos dentinarios.

En la figura 21 los dientes irrigados a una concentracion de 2.5% con
una mayor fluorescencia destacando los dos colores propios de la
técnica, ya que en zonas intermedios se puede apreciar fluorescencia
de color verde dando a representar que, si bien se eliminé parte de la

biopelicula, pero quedan algunos microorganismos vivos.
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Irrigacion 5.25%

Figura 20. Imagenes CLSM de las biopeliculas de Enterococcus faecalis y
Candida albicans 21 dias posterior a irrigacion a una concentracién de 5.25%
con hipoclorito de sodio liquido (a, b y c), hipoclorito de sodio en gel (d,e y f)

e hipoclorito de calcio (g,h e i).
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Irrigacién 2.5%

Figura 21. Imagenes CLSM de las biopeliculas de Enterococcus faecalis y

Candida albicans 21 dias posterior a irrigacion a una concentracioén de 2.5%
con hipoclorito de sodio liquido (a,b y c), hipoclorito de sodio en gel (d,ey f) e

hipoclorito de calcio (g,h e i).
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14.2.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las microfotografias representativas de SEM posterior al tratamiento de
irrigacion son presentadas en las figuras 22 y 23. Se observan a cuatro
aumentos: 50x, 2500x, 5000x y 10000x a nivel apical de la raiz
observada.

En las microfotografias de la figura 22 se observan las biopeliculas
irrigadas a una concentracion de 5.25%, los irrigantes en consistencia
liquida lograron irrumpir la biopelicula frente a el irrigante en gel donde
se pueden apreciar acumulos presentes posterior a la irrigacion. Se
puede observar frotis presente en los tres grupos.

A su vez en la figura 23 a una concentracion de irrigacion de 2.5% los
irrigantes empleados disminuyeron la biopelicula, pero se logra
observar en el grupo de hipoclorito de sodio presencia de Candida
albicans, en el hipoclorito de sodio en gel una biopelicula gruesa
presente aun dentro del conducto radicular y por ultimo, en el hipoclorito
de calcio una mayor desinfeccion similar a los resultados obtenidos a la

concentracion de 5.25%.
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Figura 22. Microfotografias de SEM de las biopeliculas de Enterococcus faecalis
y Candida albicans de 21 dias posterior a irrigacion a una concentracion de 5.25%
a 50x, 2500x, 5000x y 1000x con hipoclorito de sodio liquido (a,d,g y j), hipoclorito
de sodio en gel (b,e,h y k) e hipoclorito de calcio (c,f, iy ).
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Figura 23. Microfotografias de SEM de las biopeliculas de Enterococcus faecalis
y Candida albicans de 21 dias posterior a irrigacion a una concentracion de 2.5%
a 50x, 2500x, 5000x y 1000x con hipoclorito de sodio liquido (a,d,g y j), hipoclorito
de sodio en gel (b,e,h y k) e hipoclorito de calcio (c,f, iy ).
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14.2.3 Ensayo XTT

Los resultados del ensayo XTT se representan en las tablas y graficas
de barras como una reduccién general de la viabilidad de la carga
bacteriana (%) en las grafica 3 y 4.

Los analisis ANOVA en ambas concentraciones mostré un valor P
<0.0001 dando como resultado una diferencia estadisticamente
significativa.

Los resultados de la prueba Tukey evaluaron seis muestras en cada
grupo, en las tablas 5 y 8 se puede apreciar que existe una diferencia
estadisticamente significativa en el grupo control frente a los tres grupos
de irrigacion, a su vez que no existe diferencia entre los grupos de
irrigacion en cuanto a viabilidad.

La grafica 3 representa los resultados posteriores a una concentracion
de 5.25% de irrigacidn, muestra una viabilidad cuatro veces menor
cuando existe una irrigacion independientemente el irrigante empleado
frente al grupo control.

Por su parte en la grafica 4 los resultados una concentracion de 2.5%
donde se puede observar que la viabilidad disminuyé la mitad de la
viabilidad de la biopelicula en los tres grupos de irrigacion frente al grupo

control.
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Tabla 3. Resultados ANOVA ensayo XTT irrigacion al 5.25%

Resumen ANOVA
F 102.7
Valor P <0.0001
Resumen del valor P e
g,Diferenc.ia significativa entre Sj
medias (P < 0,05)?
R al cuadrado 0.9391

Tabla 4. Tabla prueba Tukey irrigacion al 5.25%

Numero de familias 1
Numero de
comparaciones por 6
familia
Alfa 0.05

Tabla 5. Prueba Tukey de ensayo XTT de irrigacion al 5.25%

omoaebade | Dif. | 95.00% Clde |¢Pordebajo| p | ValorP
P P media dif. del umbral? ajustado
de Tukey

Control vs. NaCIO 73.35 |59.411t087.28 Si el <0.0001 A-B
Control vs. NaCIO gel 72.81 | 58.88t086.75 Si b <0.0001 A-C
Control vs. CaCIO 67.32 |53.391t081.26 Si b <0.0001 A-D
NaClO vs. NaClO gel -0.535 14.47 to 13.40 No ns 0.9995 B-C
NaClO vs. CaCIO -6.023 19.96 to 7.912 No ns 0.628 B-D
NaClO gel vs. CaClO -5.488 19.42 to0 8.447 No ns 0.6922 C-D
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Grafica 3. Grafico de barras de resultados de
ensayo XTT de irrigacion 5.25 %

Tabla 6. Resultados ANOVA de ensayo XTT al 2.5%

Resumen ANOVA
F 23.62
Valor P <0.0001

*kkk

Resumen del valor P

¢ Diferencia significativa entre Sj
medias (P < 0,05)?

R al cuadrado 0.7799
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Tabla 7. Tabla prueba Tukey irrigacion al 2.5%

Numero de familias 1
Numero de
comparaciones por 6
familia
Alfa 0.05

Tabla 8. Prueba de Tukey de ensayo XTT irrigacién al 2.5%

omoaebade | Dif. | 95.00% Clde |¢Pordebajo| p | ValorP
P P media dif. del umbral? ajustado
de Tukey
Control vs. NaCIlO 38.48 | 23.551t0 53.41 Si e <0.0001 A-B
Control vs. NaCIlO gel 38.77 |23.831053.70 Si e <0.0001 A-C
Control vs. CaClO 30.05 |15.121044.98 Si b <0.0001 A-D
NaClO vs. NaClIO gel 0.2867 14.64 to 15.22 No ns >0.9999 B-C
NaClO vs. CaClO -8.425 23 36 t0 6.505 No ns 0.4121 B-D
NaClO gel vs. CaClO -8.712 23 64 t0 6.219 No ns 0.3836 C-D
XTT 2.5%
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Grafica 4. Grafico de barras de resultados de 0

ensayo XTT de irrigacion 2.5 %




Comparacién intragrupo

En la grafica 5 en sus apartados a, b y ¢ muestran los resultados de
viabilidad en porcentaje del grupo control frente a las concentraciones
empleadas, generalmente se demuestra que existe una menor
viabilidad celular a una concentracidon mayor del irrigante empleado

independientemente de su consistencia e irrigante empleado.

A Irrigacién con NaCIO B Irrigacion NaClO gel C lIrrigacién Ca (CIO),
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Grafica 5. Graficas de barras de resultados de ensayo XTT con relacion al irrigante

y su concentracion empleada contra grupo control.

14.2.4 Cristal Violeta

Los resultados de la tincion con cristal violeta para cuantificar la biomasa
presente en el conducto radicular del grupo control y los grupos irrigados

a dos concentraciones se cuantifico mediante absorbancia a 590nm.
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Los resultados cualitativos del ensayo con cristal violeta se presentan
en la figura 24, la biopelicula presente posterior a la irrigacion dentro
del conducto al ser desprendida y colocada en cajas de 24 pozos y
siendo tefiida, ademas de los grupos control positivo y negativo.

Los analisis ANOVA en ambas concentraciones mostré un valor P
<0.0001 dando como resultado una diferencia estadisticamente
significativa.

Los resultados de la prueba Tukey evaluaron seis muestras en cada
grupo, en las tablas 11 y 14 se puede apreciar que existe una diferencia
estadisticamente significativa en relacion con la biomasa en el grupo
control frente a los tres grupos de irrigacion.

Se representa en la grafica 6 los resultados de biomasa a una
concentracion de irrigacion de 5.25%, si bien existe diferencia del grupo
control frente a los tres grupos, pero menor en el grupo de hipoclorito
de gel. Mas sin embargo no existié diferencia en comparacion de los
tres grupos de irrigacion.

Posteriormente, en la grafica 7 a una concentracion de 2.5%
igualmente se obtuvo una diferencia significativa del grupo control frente
al hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio, mas sin embargo no existio
en el hipoclorito de sodio en gel. Entre los irrigantes se mostro diferencia
significativa entre las consistencias del hipoclorito de sodio, mostrando

mayor biomasa en su presentacion en gel.
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Irrigacién 5.25% Irrigacion 2.5 %

Antes de lavado
con PBS

Después de lavado

Figura 24. Cristal violeta post-irrigacion al 5.25% y 2.5% al momento de
aplicacion y posterior al lavado del hipoclorito de sodio (HS), hipoclorito de sodio

en gel (HG) e hipoclorito de calcio (HC).

Tabla 9. Resultados ANOVA cristal violeta irrigacion al 5.25%

Resumen ANOVA
F 16.76
Valor P <0.0001

*kkhk

Resumen del valor P

¢ Diferencia significativa entre
medias (P < 0,05)? Si

R al cuadrado 0.7155
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Tabla 10. Tabla prueba Tukey irrigacién al 5.25%

Numero de familias 1
Numero de
comparaciones por 6
familia
Alfa 0.05

Tabla 11. Prueba de Tukey cristal violeta de irrigacién al 5.25%

Prueba de . .
. e Dif. o . ¢ Por debajo Valor P
comparaciones multiples media 95.00% CI de dif. del umbral? Resumen ajustado
de Tukey
Control vs. NaCIlO 0.3553 0.1975 10 0.5131 Si e <0.0001 A-B
Control vs. NaCIlO gel 0.1995 | 0.04170to0 0.3573 Si * 0.0102 A-C
Control vs. CaClO 0.3333 0.1755 to0 0.4911 Si e <0.0001 A-D
NaClO vs. NaClIO gel -0.1558 |-0.3136 to 0.002021 No ns 0.0538 B-C
NaClO vs. CaCIO -0.02202 | -0.1798 to 0.1358 No ns 0.9792 B-D
NaClO gel vs. CaCIO 0.1338 | -0.02404 to 0.2916 No ns 0.1151 C-D
CV 5.25%
*okokok
ns
—
*
107 sekkk ns | ns
I
0.8 - ‘
o 0.6-
2
< 04- L
—
0.2
0.0- T T
0\ \o S S\
& & 0% &
° ™ 00\ C;b\
P <0.0001
Grafica 6. Grafico de barras de resultados de
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Tabla 12.

Resultados ANOVA cristal violeta irrigacion al 2.5%

Resumen ANOVA
F 13.76
Valor P <0.0001
Resumen del valor P b
g,Diferenc.ia significativa entre Sj
medias (P < 0,05)?
R al cuadrado 0.6737

Tabla 13. Tabla prueba Tukey irrigacion al 2.5%

Numero de familias 1
Numero de
comparaciones por 6
familia
Alfa 0.05

Tabla 14. Tabla prueba de Tukey cristal violeta irrigacion al 2.5%

Prueba de , ,
comparecljciones multiples mlcjelé.ia 95.00% CI de dif. f&;o l:r?q%tr)aalj,? Resumen a\j/i?e: dPo
e Tukey

Control vs. NaCIlO 0.3268 0.1287 to 0.5248 Si e 0.0009 A-B
Control vs. NaCIlO gel 0.13 -0.06804 to 0.3281 No ns 0.2858 A-C
Control vs. CaClO 0.4086 0.2105 to 0.6066 Si i <0.0001 A-D
NaClO vs. NaCIO gel -0.1967 |-0.3948 to 0.001339 No ns 0.052 B-C
NaClO vs. CaCIO 0.08178 | -0.1163 to 0.2799 No ns 0.6605 B-D
NaClO gel vs. CaCIO 0.2785 | 0.08044 to 0.4766 Si > 0.0042 C-D
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Grafica 7. Grafico de barras de resultados de cristal

violeta de irrigacién al 2.5%
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15. Discusion

Las biopeliculas intraconducto que no se logran erradicar logran una
infeccion persitente que es una de las causas del fracaso del tratamiento
de conductos, los estudios IN-VITRO han buscado igualar las
condiciones para replicar estas biopeliculas, una de estas
caracteristicas son el medio en el que creceran estas biopeliculas en el
presente estudio se optd por trabajar con BHI debido a que Nicole de
Mello Fiallos et al., 2022 lograron percibir una mayor formacion de
biomasa en el medio de cultivo BHI como se observo en las graficas del
presente estudio de cristal violeta en los grupos control.

Otro factor importante a considerar son los dias de incubacion de ambos
microorganismos en relacion a su cinética de crecimiento en una
revision de Uros Josic et al., 2022 donde al evaluar el valor de dias que
mejores resultados reportan son aquellos de 21 dias de formacion, en
este estudio en la primera fase se crecieron las biopeliculas a 7 y 21
dias y fueron observadas para ver una biopelicula al dia 21 con una
mejor estructura donde se observaba mediante microfotografias SEM la
densidad e incluso la relacion de Enterococcus faecalis y Candida
albicans.

A través de las microfotografias de SEM y las imagenes de CLSM de la
combinacion de Enterococcus faecalis y Candida albicans se logra
corroborar lo mencionado por Sirui Yang et al., 2025 en un estudio
reciente donde investigan esta estrecha relacion debido a una
comunicacion intermicrobiana, esto a través de las vesiculas
extracelulares de Candida albicans que aportan mayor patogenicidad y

resistencia a medicamentos, esta interaccion se lleva a cabo sobre todo
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con bacterias gram positivas como en este caso que se relacioné con la
bacteria gram positiva Enterococcus faecalis.

Candida albicans sigue siendo reportado como el hongo con mayor
prevalencia en el conducto radicular, presente en un 20% en dientes
necroticos y un 11% en casos de reinfeccion. A su vez mayormente
presente en infecciones post-tratamiento que en infecciones primarias
reportado por Abraham, S.B., et al 2020, por su parte Enterococcus
faecalis es la bacteria mas estudiada en el campo de la endodoncia, su
énfasis debido a que tiene la capacidad de recuperarse facilmente y
crecer en tratamientos realizados previamente y lesiones persistentes,
por su parte al penetrar nuevamente el conducto radicular a través de
fugas coronales y adherirse a la dentina con facilidad a pesar de que
exista una obturacion como lo menciona Mehmet Burak Guneser., et al
2016. Debido a lo reportado anteriormente el presente proyector se
enfocd en estos dos microorganismos que se encuentran presentes en
reinfecciones debido a su capacidad de incidir de nuevo en el conducto
radicular, y que pese agentes quimicos no se logran eliminar en su
totalidad, y que a su vez al fusionarse en una sola biopelicula generan
mayor capacidad de adaptacion y de resistencia.

Pese a una instrumentacion e irrigacidn los microorganismos que se
alojan no logran en su totalidad ser eliminados, la busqueda del irrigante
con las propiedad antimicrobianas deseables y con baja citotoxicidad
sigue siendo un factor de busqueda, por eso numerosos investigadores
continuan evaluando no solo el irrigante sino la concentracion, tiempo y
cantidad que se debe emplean para mejorar el tratamiento de
conductos, el hipoclorito de sodio sigue dando mejores resultados mas

sin embargo en los ultimos afios se ha implementado su comparacion
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con el hipoclorito de calcio, Oznur Ozturk et al., 2024 en su investigacion
demostraron la gran similitud en cuanto a los resultados de ambos y su
capacidad de disolver tejido organico, esto corroborado con los
resultados presentados de los ensayos de XTT y Cristal violeta donde
se observa que ambos irrigantes mencionados mostraron resultados
muy similares y estadisticamente sin diferencias. Esto debido a que, si
bien una consistencia liquida tiene mayor fluidez, al ser una solucion las
particulas tienen un tamafo <1nm y una consistencia en gel donde el
tamano de sus particulas no es continuo y puede variar de 1 a 100nm
(Arvensisagro., 2019). Es por esto por lo que el hipoclorito de sodio
liquido tiene la capacidad de fluir con facilidad dentro del conducto y
penetrar en los tubulos dentinarios, mientras que el hipoclorito de sodio
en gel por su viscosidad es menos probable que pueda abarcar mayor
area de penetracion.

La presentacion del irrigante en comparativa de liquido y gel en relacién
al hipoclorito de sodio mostro diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a biomasa mayormente, pero estos resultados relacionados
con la viabilidad no mostraron diferencia.

La irrigacion dentro del conducto radicular tuvo diferencia significativa
frente al grupo control en todos los grupos de irrigantes. La
concentracion a la que es empleada el irrigante demostré tener
importancia en cuanto a su efecto antimicrobiano, se pudo observar que
a mayor concentracién la viabilidad de los microorganismos disminuye
correlacionado con las imagenes de CLSM donde la fluorescencia en la
figura 17 es menor que en la imagen 18, se observa mayor
concentracion de color rojo llegando inclusive a abarcar mayor area

dentro de los tubulos dentinarios, se encontré relacion con los
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mencionado en la investigacion de Alexiea Lulue Benjamin Li BDS et al.,
2022 donde refiere que evidentemente existe una relaciéon entre no
irrigar y la irrigacion independientemente de la concentracion, sin
embargo encontré una diferencia entre una concentracion por debajo

de 2.5% y una mayor concentracion a dicho porcentaje.
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16. Conclusion

La creacion de las biopeliculas dentro del conducto radicular a partir de
Enterococcus faecalis y Candida albicans dentro de dientes extraidos
fue viable al determinar los parametros como el uso del medio adecuado
y los dias de crecimiento para una biopelicula madura y éptima para
exponerse a los dos irrigantes como lo fueron hipoclorito de sodio en
consistencia liquida y gel e hipoclorito de calcio para asi determinar la
eficacia para lograr un efecto antimicrobiano y asi obtener una
comparacion a diferentes concentraciones. Mediante ensayos como
XTT vy cristal violeta, e imagenes obtenidas de microscopio confocal y
SEM se analizo6 la resistencia de ambos microorganismos dentro del
conducto radicular previo y posterior a la irrigacion, mediante dicho
analisis se determind que a la concentracion de 5.25% el irrigante logra
eliminar mayor biopelicula dentro del conducto radicular como en
nuestra hipotesis.

Por su parte basado en los resultados, Ca(ClO)2 podria ser una

alternativa prometedora de irrigacion del conducto radicular.
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