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1. RESUMEN

Introduccion: En la terapia endodontica, el protocolo de irrigacion y medicacion
se basa en la combinacién de distintos agentes quimicos en una secuencia
especifica. Esto genera la posibilidad de interaccion entre soluciones que
conlleva a la formacion de diversos subproductos. Al utilizar hipoclorito de sodio
(NaClO) y clorhexidina (CHX), se genera un precipitado toxico denominado
paracloroanilina (PCA), que puede obliterar los tabulos dentinarios al interior del
canal radicular, afectando el efecto de la medicacién intracanal y el correcto
sellado endoddntico. El objetivo de este estudio es determinar ex vivo cOmo varia
la cantidad de PCA y el grado de obliteracion de los tubulos dentinarios de las
paredes del canal radicular utilizando diferentes irrigantes intermedios entre
NaClO y la medicacién con CHX 2%.

Materiales y Método: Se seleccionaron 30 dientes humanos unirradiculares, a
los que se les realiz6 la preparacion quimiomecanica (PQM) utilizando el
protocolo de irrigacién y medicacién de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. El grupo control (10 dientes) utilizé suero fisiolégico como
irrigante intermedio y los grupos experimentales (10 dientes cada grupo), agua
destilada y alcohol 70%. Se recolectaron 12 volumenes en cada grupo de
acuerdo a las diferentes etapas del protocolo endoddntico y se determinaron
concentraciones de NaClO y PCA mediante la técnica de espectrofotometria.
Posteriormente, los dientes fueron seccionados y preparados para su
visualizacion mediante microscopia electronica de barrido (MEB). Se determiné
el grado de obliteracion de los tubulos dentinarios mediante el analisis de las
imagenes obtenidas.

Resultados: Se observd formacién de PCA en los tres grupos de estudio,
presentando una concentracion menor y estadisticamente significativa en el
grupo en que se utilizé agua destilada en comparacién con el grupo control. Al
comparar el grado de obliteracion tubular, el grupo en que se utilizé agua
destilada presentd mejores resultados, seguido del alcohol 70% y finalmente

suero fisiolégico.
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Conclusion: Se forma PCA al medicar con CHX 2% en los tres grupos
estudiados sin diferencias significativas entre ellos, aunque al utilizar agua
destilada se obtienen menores concentraciones en relacion al grupo control. El
grado de obliteracion de los tubulos dentinarios es menor cuando se utiliza agua

destilada como irrigante intermedio entre NaClO y la medicacién con CHX 2%.

2. INTRODUCCION

En términos generales, el éxito del tratamiento endoddntico tiene un caracter
multifactorial, donde se deben considerar diversos aspectos: las defensas del
hospedero, los microrganismos presentes y su nivel de organizacion y las
consideraciones técnicas propias del procedimiento terapéutico. Se han descrito
multiples indicadores de éxito como por ejemplo signos radiograficos que muestren
una disminucion del tamafio de lesiones periapicales preexistentes y la ausencia de
sintomatologia clinica del diente tratado al realizar un seguimiento de 1 afio. Para
conseguir este objetivo se hace necesario eliminar o reducir en el mayor porcentaje
posible los microorganismos y el tejido pulpar inflamado o necrético presente en el
sistema de canales radiculares (SCR), el que debido a su complejidad anatomica
(presencia de istmos, tabicaciones y/o ramificaciones) requiere del uso de diversos
recursos terapéuticos para su abordaje y la instrumentacién mecénica por si sola
es insuficiente, por lo que resulta fundamental el uso de sustancias irrigantes
coadyuvantes a la instrumentacion para lograr la limpieza y desinfeccion de los

canales radiculares (Zehnder y cols. 2006).

Los instrumentos endodonticos tanto manuales o rotatorios abordan solo
parcialmente el SCR dejando regiones inaccesibles en donde se pueden establecer
conglomerados bacterianos en forma de complejos biofilms dificiles de disgregar.
Esto se suma a que durante preparacion mecanica del canal radicular se genera
una capa de barro dentinario que dificulta ain mas la desinfeccion de las paredes
de éste y que también interfiere con una Optima adaptacion y sellado del material

obturador. Una irrigacion eficiente puede llevar soluciones antimicrobianas a esas
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areas de dificil acceso removiendo el biofilm y barro dentinario e incluso tener la
capacidad de penetrar en los tubulos dentinarios de las paredes del canal radicular

(Darcey y cols, 2016).

Al analizar la ultraestructura de las paredes del SCR es importante tener en
consideracion que los irrigantes utilizados en endodoncia deben tener como una de
sus propiedades fundamentales, la capacidad de eliminar tejido orgénico, restos de
sedimentos, precipitados y el barro dentinario generado durante la instrumentacion.
Asi se favorece una 6ptima desinfeccion del canal, la accion de la medicacion topica
y la adaptacién del material obturador para conseguir un sellado hermético y
tridimensional (Jimenez-chavez y cols, 2013, Estrela y cols., 2005 y Hilsmann y
cols. 2003).

Al hacer referencia de los irrigantes utilizados en endodoncia se debe mencionar
que estos presentan objetivos mecanicos, quimicos y bioldgicos. Los mecanicos y
guimicos son: (1) eliminar detritus, (2) lubricar el canal, (3) disolver tejido organico e
inorganico y (4) prevenir la formacion del barro dentinario durante la instrumentacion
o disolverlo una vez que se ha formado. Por otra parte, los objetivos bioldgicos de los
irrigantes estan directamente relacionados con su funcién antimicrobiana y son
principalmente: (1) la eliminacidbn de microorganismos anaerdbicos y facultativos en
su estado plancténico y en biofilm, (2) la inactivacion de endotoxinas y (3) el no causar
dafios a los tejidos periapicales o reacciones anafilacticas en el individuo. (Basrani y
Haapasalo, 2012).

Basarani y Haapasalo (2012) tomando en cuenta los requisitos de los irrigantes
establecieron una serie de caracteristicas que debiera tener un irrigante endodoéntico.

Estas caracteristicas se exponen en la Tabla N°1.

Ahora bien, se ha descrito que actualmente no existe una solucién irrigante
gue por si sola cumpla con todos los objetivos de la irrigacién, por lo que se deben
combinar dos 0 mas sustancias en una secuencia especifica para conseguirlos pero
con la posibilidad de que al combinar dichos agentes quimicos se generan
interacciones potencialmente dafinas para el hospedero o indeseables para el

desarrollo del tratamiento endodoéntico (Haapasalo, 2010 y 2012).



Tabla N°1. Caracteristicas del irrigante ideal (Basrani y Haapasalo, 2012)
1. Efectivo germicida y fungicida.

No irritante para los tejidos periapicales.

Estable en solucion.

Efecto antimicrobiano prolongado y sostenido después de su uso.

Activo en la presencia de sangre, suero, y proteinas derivadas de los tejidos.

Capaz de eliminar completamente el barro dentinario.

Baja tension superficial.

Capaz de desinfectar la dentina / tdbulos dentinarios.

© © N o g k&~ w N

No interfiere con la reparacion de los tejidos periapicales.

=
©

No pigmenta la estructura dentaria.

[EEY
[EEN

. Puede inactivarse en medios de cultivo

[EEN
N

. No induce una respuesta inmune mediada por células. Es no antigénico, no toxico y
no carcinégeno para las células del tejido que rodea al diente.

13. No tiene efectos adversos sobre las propiedades fisicas de la dentina.

14. No tiene efectos adversos en la capacidad de sellado de los materiales.

15. Facil de usar / aplicar.

16. Bajo costo.

Debido a lo anteriormente expuesto y al desafio que significa utilizar una
combinacion de irrigantes y medicamentos que no genere subproductos nocivos
para el hospedero o que alteren los resultados del tratamiento, este estudio tendré
como objetivo determinar el efecto de distintos irrigantes intermedios al ser
utilizados entre NaClO 5% vy la medicacion intracanal con CHX 2%.
Especificamente, buscara analizar la formacion de PCA a nivel quimico y mediante
la visualizacion por microscopia electronica de barrido (SEM) y describir como la
presencia de estas reacciones altera la permeabilidad de los tubulos dentinarios al

interior del canal radicular.



3. MARCO TEORICO

Durante el tratamiento endoddntico, restos de tejido pulpar vital o necrotico,
pueden servir de sustrato para la nutricién de la microbiota asociada a la patologia
endododntica debido a la compleja anatomia del SCR. Algunos autores han descrito
que cerca del 50% de la superficie a tratar durante la terapia permanece no
instrumentada, lo que se traduce en un desbridamiento insuficiente que puede
comprometer el resultado final del tratamiento (Naenni y cols. 2004, Peters y cols,
2001). Es por esto, que conjuntamente a la preparacion mecénica del canal, ha sido
necesaria la incorporacion de diversos agentes quimicos que contribuyan a la
correcta eliminacion de residuos organicos y a preparar las paredes de éste. Esto
facilita la integracion oOptima del material obturador favoreciendo el sellado

tridimensional y el consecuente éxito clinico (Gatewood, 2007).

Adicionalmente al uso de irrigantes es necesario utilizar en muchos casos,
medicacion intracanal posterior a la preparacién quimio-mecanica de los canales
radiculares para optimizar el control de la infeccion endododntica (Siqueira y cols,
2000). Por lo tanto, es fundamental conocer los distintos agentes quimicos que se
utilizan en forma de irrigantes o como medicacién intracanal durante el tratamiento
endoddntico para entender las posibles interacciones que pudieran producirse
entre ellos (Haapasalo y cols., 2010).

3.1 Soluciones irrigantes

En la terapia endoddntica suelen utilizarse diversas sustancias quimicas
como irrigantes y agentes antibacterianos, tales como el hipoclorito de sodio
(NaClO), clorhexidina (CHX), acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido citrico
(AC), hidroxido de calcio, soluciones de acido fosférico (AF), entre otros. A
continuacion, se describiran las principales caracteristicas de los irrigantes mas

utilizados en la actualidad.



3.1.1 Hipoclorito de Sodio (NaClO)

El hipoclorito de sodio (NaCIlO) es el compuesto més utilizado a nivel mundial
en endodoncia para la irrigacion de los canales radiculares, desde principios del
Siglo XX (Serper y cols., 2004). Su principal caracteristica es la capacidad de
disolver restos de tejido pulpar, tanto vital como necrético, ademas de tratarse de

un potente agente antibacteriano con alto poder citotoxico (Mhera y cols., 2000).

El efecto del NaClO sobre los tejidos organicos y la funcion biolégica que éste
posee se debe a que al interaccionar con agua y estando en contacto con estos
tejidos, se genera una reaccion de balance dinamico donde se forma &cido

hipocloroso (HCIO), como se muestra en la Figura N°1. (Estrela y cols., 2002).

NaClO + H:0 «—= NaOH + HOC| «— Na* + OH- + H* + OCI-

Hipoclorito Agua Hidréxido Acido lon Hidroxilo Hidrén lon
de sodio de sodio hipocloroso sodio Hipoclorito

Figura N°1: Balance dinamico del hipoclorito de sodio (Pécora y cols. 1999)

A nivel quimico se ha descrito que el mecanismo de accién del NaCIlO en
contacto con tejido organico se puede explicar mediante 3 reacciones

fundamentales: (1) Saponificacion, (2) Neutralizacién y (3) Cloraminacion.

La saponificacion, como se muestra en la Figura N°2, es una reaccion donde
el NaCIO funciona como solvente organico, actuando sobre los tejidos y acidos
grasos, produciendo como producto glicerol (alcohol) y sales de acidos grasos
(jabon), lo que a su vez, produce una reduccién en la tension superficial del

remanente (Estrela y cols., 2002).



0) 0)

| |
R-C-0-R + NaOH < R-C-0O-Na + R-OH

Hidroxid
Grasa dcle gﬁgi; Jabén Glicerina

Figura N°2: Reaccién de saponificacion

Por otra parte, la neutralizacion se genera debido a que en el equilibrio
dindmico del NaClO, el hidroxido de sodio (NaOH) interacciona con el grupo
carboxilo de aminoacidos formando como producto agua y una sal, como se observa

en la Figura N°3.

H o) H o)
| I | I
R-C-0-C + NaOH & R-C-0-C + H)0
| \ %
NH, OH NH, ONa
e Hidréxido
Aminoacido de:Sodio Sal Agua

Figura N°3: Reaccion de neutralizacion

Finalmente, y quizas la reaccion mas importante en términos endodénticos
debido a su directa actividad sobre el tejido organico, es la cloraminacién. Esta
reaccion se potencia cuando se han consumido los iones hidroxilos y permanece el
acido hipocloroso formado por el NaClO en solucion, ocurre una reduccion de pH,
el HCIO actia como solvente organico, fenobmeno donde se libera cloro que
interacciona con los grupos amino (NH2) de las proteinas, formando cloraminas, las

que a su vez, interfieren con el metabolismo celular. Figura N°4



OH NH OH
2 Cl — 2

Aminoacido Acido Cloramina Agua
Hipocloroso

Figura N°4: Reaccién de cloraminacion

Adicionalmente, el cloro elemental presenta una accién antimicrobiana
mediante la inhibiciéon de enzimas bacterianas esenciales a través de la oxidacion

irreversible de grupos sulfhidrilos (SH) (Estrela y cols., 2002).

Existe controversia respecto a las concentraciones en que se debe administrar
el NaClO al ser utilizado como irrigante en endodoncia, donde se describen
concentraciones entre 0,5% a 6%. Algunos estudios in vitro han demostrado que el
NaClO en altas concentraciones es mas efectivo contra diversas cepas bacterianas
y levaduras tales como Enterococcus faecalis y Candida albicans (Gomes y
cols., 2001; Radcliffe y cols., 2004; Ma y cols., 2011). Segun Berber y cols. (2006),
luego de realizar un estudio ex vivo y comparar diferentes concentraciones de
NaClO como irrigante durante la aplicacion de distintas técnicas de preparacion
mecanica del canal dentinario, concluyeron que mientras mayor sea la
concentracion de NaClO, especificamente de un 5,25%, se logra una mejor
actividad antibacteriana, logrando ademas una mayor penetracién y desinfeccion de

los tubulos dentinarios.

En contraste, diversos estudios clinicos han propuesto que, tanto altas como
bajas concentraciones de NaClO, tienen similar eficacia en la reduccion de las
bacterias al interior del SCR (Basrani y Haapasalo, 2012). Sin embargo, aunque
algunos autores mencionen la gran capacidad del NaClO de eliminar
microorganismos aun a bajas concentraciones, incluso 0,1%, se debe contemplar
gue al analizar su actividad in vivo, hay que considerar como factor atenuante la

presencia del material organico como el exudado inflamatorio, remanentes de tejido
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pulpar vital o necroético y residuos bacterianos, que interaccionan y consumen parte

de éste, disminuyendo asi su efecto (Haapasalo y cols., 2010).

Se ha descrito también, que el NaClO en altas concentraciones tiene una
mejor capacidad de disolucion de los tejidos, aumentando la eliminacion de células
bacterianas y logrando una mayor capacidad de penetracion en dentina, mas aun
si se incrementa el tiempo de exposicion (Ma y cols.,, 2011). En bajas
concentraciones, pero utilizado en grandes volumenes puede ser igualmente
efectivo. En este caso se recomienda que la solucion se utilice en mayor volumen y
en intervalos mas frecuentes para compensar las limitaciones relacionadas a una

menor concentracion de NaClO (Siqueira y cols., 2000).

Aunque la irrigacion continua y el tiempo de exposicion son fundamentales
para facilitar la acciébn de NaClO, se ha descrito que adicionalmente a la
concentracion (Haapasalo y cols., 2000), la temperatura y grado de agitacion, son
elementos que incrementan los efectos del irrigante sobre el tejido organico (Stojicic
y cols., 2010).

Dentro de las desventajas del NaClO se incluyen principalmente su sabor
desagradable, toxicidad y la capacidad de provocar irritacién de las mucosas o de
los tejidos periapicales en caso de proyeccion de este irrigante a través del foramen

apical hacia el area circundante (Haapasalo y cols., 2010).

El NaCIO es el unico irrigante usado en endodoncia que disuelve tejidos
organicos vitales y necroticos, pero es incapaz de eliminar la parte inorganica del
barro dentinario generado durante la preparacion quimiomecanica del SCR, por lo
que la eliminacion completa de éste se logra utilizando un agente quelante que
actle sobre el componente mineral residual. Entre los quelantes mas utilizados
estan el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y acido citrico (AC), usados como
irrigacion final previo a la medicacion o la obturacion del canal radicular ya

preparado (Zehnder y cols. 2006)
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3.1.2 Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

El EDTA es un &cido poliamino carboxilico que se caracteriza por ser un
compuesto cristalino, inodoro, incoloro y soluble en agua cuya férmula quimica es
C10H16N20s (Figura N°5). Se ha descrito como un elemento de toxicidad
relativamente baja y sélo levemente irritante por lo que se considera seguro para
diversas aplicaciones quimicas y biomédicas debido a su habilidad para asociarse
a iones metalicos di- y tri-catidonicos como calcio (Ca*?) y hierro (Fe*3) y formar
complejos no iénicos solubles en agua, conocidos como quelatos (Seidberg y cols.,
1974, Basrani y cols., 2012).

o)
HO. _O
\E ’)‘LOH
N/\\/NJ\
HO
7‘) 0~ “OH
0

Figura N°5: Acido Etilendiaminotetraacético o EDTA

Debido a su ya mencionada accion quelante, este compuesto se sugiere
como una solucion irrigante de gran utilidad en endodoncia, ya que presenta la
capacidad de remover la porcién inorganica del barro dentinario. EI EDTA reacciona
con los iones de calcio presentes en los cristales de hidroxiapatita, por lo que
consecuentemente interacciona eliminando el componente mineral de la dentina y
de la limalla generada durante la preparacion mecanica del canal. La accion
guelante de este irrigante esta directamente relacionada con diversos factores como
la longitud del canal, la profundidad de penetracién del irrigante, la dureza de la
dentina, el tiempo de aplicacion, el pH y la concentraciéon en que se utilice (Seny
cols., 1995).

Segun Calty Serper (2002), al utilizar EDTA al 17% por 1 minuto, seguido de

la irrigacion con NaClO del 5%, se logra la eliminacion de casi la totalidad del barro


https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
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dentinario. Sin embargo, cabe sefalar que en dicho estudio al usar concentraciones
similares, pero en periodos de exposicion mas prolongados, se observo la erosion
de la dentina intertubular y peritubular de las paredes, con el concomitante deterioro
de la superficie canalicular. No obstante, Sen BH y cols. (2009) describen que el
barro dentinario puede ser igualmente removido al aplicar concentraciones menores

del 15%, 10% e incluso 1%, al asociarse con NaClO.

El EDTA se utiliza habitualmente a concentraciones entre el 10% y el 17%,
siendo capaz de eliminar el barro dentinario en menos de 1 minuto si la solucion
alcanza la superficie de la pared del canal radicular adecuadamente. Segun
Crumpton y cols. (2005), el volumen de irrigacion no influye en la calidad de
remocion del barro dentinario ya que de acuerdo a los resultados de su estudio, 1
ml de EDTA al 17% en contacto durante 1 minuto con la pared del canal radicular,

fue tan efectivo como 10 ml del mismo.

3.1.3 Clorhexidina (CHX)

La CHX es un agente antimicrobiano de amplio espectro, activo contra las
bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y levaduras. Consiste en una bisguanida
catibnica sintética que presenta dos anillos simétricos 4-clorofenil y dos grupos
biguanidos conectados por una cadena central hexametilena como se aprecia en la
Figura N°6. Es una molécula fuertemente basica, estable en forma de sal y soluble

en agua (Greenstein y cols., 1986 y Denton, 1991).

HN.  )—NH HN NH
NH HN
HN NH
Cl Cl

Figura N°6: Estructura molecular, Digluconato de Clorhexidina
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La CHX se presenta generalmente como una sustancia incolora y
practicamente inodora y generalmente de sabor amargo. Comidnmente se describe
como una base fuerte y estable al presentarse en forma de sal, la que se utiliza
mayoritariamente como digluconato de clorhexidina, compuesto soluble en agua
que a pH fisiolégico se disocia rapidamente (Gomes y cols., 2013). Debido a su
naturaleza cationica, la CHX es capaz de unirse electrostaticamente a las
superficies de carga negativa de las bacterias dafiando las capas externas de la
pared celular y provocando una alteracion en el equilibrio osmético celular debido a
que el dafio en las capas mas externas de la célula induce un aumento en la

permeabilidad celular (Davis y cols. 1973).

Dependiendo de su concentracion, puede tener efecto bactericida o
bacteriostéatico. A altas concentraciones, la CHX actia como un detergente y al dafiar
la membrana celular causa la precipitacion del citoplasma vy, por lo tanto, ejerce un
efecto bactericida. Por otra parte, en bajas concentraciones, la CHX es bacteriostética,
causando que sustancias de bajo peso molecular como el potasio y el fésforo, salgan

de la célula sin que ésta se vea dafiada de forma irreversible (Basrani y cols. 2005).

Debido a la naturaleza catiénica de la CHX se ha sefialado su capacidad para
unirse a diversos sustratos aniénicos de la cavidad oral, incluso pudiendo ser
absorbida por la hidroxiapatita y tejido dentario. Dicha reaccién tiene un caracter
reversible, o que se traduce en una absorcion y liberacidn constante que permite a
la CHX expresar una actividad antimicrobiana residual que se conoce como
"sustantividad”, caracteristica fundamental que depende de su concentracién y que
le permite actuar por un periodo prolongado. Se ha descrito que la CHX se
mantendria en la dentina del SCR por aproximadamente 12 semanas, llegando a
concentraciones minimas de 0,001% (Rosenthal y cols., 2004 y Mohammadi y
Abbott, 2009).

La CHX se utiliza en endodoncia como irrigante 0 medicacion intracanal en
concentraciones del 2% ya que a esta concentracion se consigue el efecto bactericida
que se requiere dentro del SCR. Estudios in vitro han demostrado que en

concentraciones entre 0,1% y 0,2% sOlo alcanza propiedades bacteriostaticas,
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incompatibles con los requerimientos del tratamiento endodoéntico (Basrani y cols.,
2003, Darcey y cols. 2016).

A pesar del amplio espectro de accion de la CHX sobre bacterias Gram
positivas y Gram negativas (principalmente Gram positivas), su incapacidad de
disolver tejidos organicos limita su uso s6lo como un agente coadyuvante durante el
tratamiento endodontico, tal como sugiere el protocolo propuesto por Zehnder y
cols. (2006) el que consiste en irrigar con NaClO durante la instrumentacién para
disolver el componente organico, luego irrigar con EDTA para eliminar el
componente inorgéanico del barro dentinario y por ultimo una irrigacion con CHX
debido a su sustantividad.

La CHX también puede ser utilizada como medicacion intracanal por periodos
cortos en dientes con preparacion quimiomecanica incompleta o en
biopulpectomias por ejemplo, en las que por razones de tiempo no se haya
alcanzado a realizar la obturacién de los canales radiculares (Gomes y cols. 2013).
En estos casos, el uso de CHX 2% como medicacion intracanal limita la proliferacion
bacteriana en el SCR luego de la PQM y genera también una barrera mecanica al
interior del canal que evita o dificulta la recolonizacién (Paquette y cols., 2007 y
Mohammadi y cols., 2009)

3.2 Interaccidn entre irrigantes

Como ya se ha mencionado, no existe ninguna solucion que cumpla con las
caracteristicas del “irrigante ideal”, (descritas en la Tabla N°1) por lo que se deben
combinar distintas sustancias en una secuencia especifica en forma concomitante
a la preparacion mecanica del SCR.

Durante el tratamiento endoddntico, al emplear distintos agentes quimicos en
conjunto con la instrumentacion mecanica, se genera una interrelacion de estos
compuestos debido a que remanentes de la primera solucién utilizada permanecen
en el canal luego de ser aspirados. Estos remanentes entran en contacto con la
siguiente solucién de la secuencia de irrigacion y al combinarse pudieran generar
subproductos dentro del canal radicular (Basrani y cols., 2007, Prado y cols., 2013).

Estos subproductos pudieran ser toxicos para los tejidos periapicales e incluso
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formar precipitados que pueden obliterar los tubulos dentinarios, interfiriendo asi
con el correcto sellado del SCR (Bui y cols., 2008, Krishnamurty y Sudhakaran,
2010).

El NaCIO a diferentes concentraciones (1%-5,25%) asociado a EDTA al 17%,
agua destilada y solucion salina, no produce ningun precipitado. Sin embargo,
diversos estudios han demostrado multiples reacciones que se deben tener en
consideracion a la hora de emplear estas sustancias. Se ha observado que al
combinar NaCIlO con EDTA, AC o acido fosférico se genera una reaccion exotérmica
con la formacién simultanea de burbujas (Figura N°7; F, G y H), que corresponden
principalmente a gas cloro, un producto téxico liberado por el aumento en la
concentracion de protones (H*) en presencia de iones cloro (Prado y cols, 2013).
Ademas, dicha interaccion provoca una disminucién en la capacidad del NaClO para
disolver tejidos organicos, debido a que se reduce significativamente su forma
cationica (CI7), quedando inefectivo contra bacterias y tejido necrético. Es por esto,
gue ambas soluciones deben usarse de forma separada, utilizando irrigantes
intermedios para disminuir su interaccion y considerando siempre la aplicacién de
NaClO posterior al uso de EDTA para conseguir el efecto deseado (Grawehr y cols.,
2003; Zehnder, 2006). No obstante, diversos estudios sugieren que el uso de NaCIO
posterior a EDTA puede producir erosion en las paredes del canal dentinario. (Niu
y cols., 2002; Quian y cols., 2011).

La combinacion de CHX y EDTA genera una reaccion acido-base que
produce un precipitado caracteristico de color blanco lechoso (Figura 7; C)
(Zehnder, 2006, Rasimick y cols. 2008). Por otra parte, la asociacion de CHX y una
solucién salina (suero) produce una precipitacién de sal después de 5 segundos.
Cuando la CHX se asocia con agua destilada no se produce ningun precipitado
(Prado y cols, 2013).
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Figura N°7: Aspecto de diversas interacciones entre irrigantes (Prado y
cols., 2013)

(A) NaOCl al 5,25% y CHX al 2%; (F) NaOClal5,25% y EDTA al 17%;
(B) NaOClal 0,16% y CHX al 2%; (G) NaOClal5,25% y AC al 10%;

(C) EDTAall1l7% y CHX al 2%; (H) NaOCI al 5,25% y Acido Fosférico
(D)  Solucién salinay CHX al 2%; al 37%.

(E) Etanoly CHX al 2%;

Es importante tener en consideracién, que la presencia de diversos
precipitados producto de la interaccion entre irrigantes puede resultar en la
formacion de lo que se ha descrito como barro dentinario quimico (chemical smear
layer), que tendria efectos negativos en la terapia endoddntica debido a que podria
ocluir los tdbulos dentinarios, interfiriendo asi, con el correcto sellado y desinfeccion
del SCR (Vivaqua-Gomes y cols., 2002, Krishnamurthy y cols., 2010, Prado y cols.
2013).

Uno de los precipitados de mayor interés en la actualidad es el que se obtiene
por la reaccion entre NaCIO y CHX, ya que presenta diversas caracteristicas
nocivas que podrian afectar el tratamiento de forma directa, ademas de sus
implicancias biomédicas para la salud del hospedero. A continuacion, se ahondara

en dicha interaccion.
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3.2.1 Asociacion NaClO y CHX

Al mezclar NaCIO a diferentes concentraciones con CHX al 2% se produce
un precipitado de color marron-anaranjado cuyas caracteristicas no han sido
completamente descritas (Basrani y cols. 2007). Este precipitado se genera por la
reaccion acido-base entre la CHX, que es un acido di catidnico que tiene la habilidad
de donar protones y el NaClO, compuesto alcalino que es capaz de recibir protones.
Dicho intercambio produce la formacion de una sustancia neutra e insoluble que
precipita en solucion (Mohammadi y Abbott, 2009). Diversos autores han
demostrado en esta reaccion la presencia de un compuesto llamado
Paracloroanilina, 1-amina-4-clorobenceno, p-cloroanilina o PCA (Figura N°8)
(Basrani y cols., 2007; Bui y cols., 2008).

NH,

Cl

Figura N°8: Estructura molecular, Paracloroanilina

Segun Basrani y cols. (2007), la formacion y cantidad del precipitado esta en
relacion directa con la concentracion de NaClO, siendo 0,023% la menor
concentracion a la cual se observd cambio de coloracion y 0,19% la minima a la
cual se formo el precipitado. Sin embargo, se ha descrito que en ausencia de NaClO,
la CHX puede hidrolizarse espontaneamente y formar PCA al exponerse a calor, luz y
un ambiente alcalino (Basrani y cols., 2007). Al aumentar la temperatura de la CHX
por sobre los 45°C se produce PCA como subproducto, por lo tanto, el uso de CHX
no debe combinarse con ultrasonido. Barbin y cols. (2013), detectaron PCA en
soluciones de CHX al 2% que fueron almacenadas durante 7 dias en condiciones
de 95% de humedad relativa y 36,5°C.

La Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IACR)
categoriza la PCA en el Grupo 2B, lo que significa que este agente es

potencialmente carcinogénico para los humanos (World Health Organization, 2003).
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Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se trata de un compuesto toxico ya
sea por inhalacion, digestion o contacto con la piel, ojos 0 mucosas. Los efectos
toxicos méas prominentes de la PCA se deben a la formacion de enlaces covalentes
con la hemoglobina y las proteinas en el higado y los rifiones generando problemas
en el transporte de oxigeno en la sangre. Estudios toxicologicos en animales han
demostrado que la exposicibn repetida a PCA produce cianosis Yy
metahemoglobinemia seguidas de efectos en el higado, bazo y rifién, que se
manifiestan a través de cambios en los parametros hematolégicos, esplenomegalia
y hemosiderosis de moderada a grave en el bazo, el higado y el rifidn, parcialmente
acompafnada de hematopoyesis extramedular. Estos efectos se producen tras una
hemodlisis excesiva inducida por el compuesto y son coherentes con una anemia
hemolitica (World Health Organization, 2006).

Segun la IACR (2015), la PCA es ampliamente aceptada como un compuesto
potencialmente neoplasico, ya que, a pesar de haber poca evidencia en humanos,
en animales se ha observado que ante la exposicion de este compuesto ocurre la
formacién de tumores infrecuentes, como fibrosarcomas y osteosarcomas. En
humanos se han reportado principalmente intoxicaciones durante el proceso de

produccion industrial de este compuesto.

El nivel maximo tolerable de exposicidon humana a PCA esté en el orden de
2ug/kg de peso/dia, al considerar soélo los efectos no neoplasicos como la
metahemoglobinemia. La exposicion accidental aguda a concentraciones altas de
PCA puede ser mortal (Boehncke y cols., 2003).

En un estudio realizado por Krishnamurty y Sudhakaran (2010), se examiné
bajo estereomicroscopia la formacion de PCA luego de utilizar distintos irrigantes
intermedios entre NaCIlO 2,5% y CHX 2%. Determinaron formacién inmediata del
precipitado dentro del canal radicular al usar agua destilada y solucion salina como
irrigantes intermedios, mientras que en los canales irrigados con alcohol absoluto
previo al uso de CHX no hubo evidencia de formacién del precipitado. Sin embargo,
el uso de alcohol absoluto como irrigante endoddntico no esté bien establecido y la
biocompatibilidad del alcohol con los tejidos periapicales sigue siendo una
preocupacion (Prado y cols. 2013).
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Riguelme y cols. (2015), en un estudio in vitro evaluaron el efecto del suero
fisiolégico y agua destilada en la formacion de PCA. Se observé que el suero
fisiolégico disminuye la formacion de PCA ya que interactia con CHX, formando
una precipitacion salina, dejando menos CHX disponible para reaccionar con NaClO
y producir PCA. Por otra parte, el agua destilada disminuye la formacion de PCA,
pero no la elimina por completo, ya que sélo reduce la concentracion de NaClO
residual mediante una dilucion de éste, pero no genera ningun tipo de precipitacion

al interactuar con la CHX.

Segun Prado y cols. (2013), al caracterizar los subproductos formados al
asociar los irrigantes mas usados en endodoncia como NaClO a diferentes
concentraciones (0,16%-5,25%), CHX 2%, EDTA 17%, AC 10%, Acido Fosforico
37%, NaCl 0,9%, alcohol y agua destilada observaron que al utilizar agua destilada
como irrigante intermedio entre NaOCl y CHX al 2 % (gel/solucién), no se formaron
precipitados. Asi, concluyeron que el agua destilada parece ser la solucion mas

indicada para prevenir o reducir la formacion de estos subproductos.

3.3 Permeabilidad dentinariay PCA

La permeabilidad dentinaria se relaciona directamente con diversos factores
propios de la estructura dentaria. Dentro de los elementos que influyen en esta
caracteristica, la cantidad de tdbulos dentinarios y el didmetro de los mismos
presentan un efecto directamente proporcional en el nivel de permeabilidad.
Asimismo, la presencia de detritus o barro dentinario en la superficie dentinaria
genera un decrecimiento debido a la obliteracién de la estructura tubular (Pashley
DH, 1985, Foster y cols., 1993 y Ventura, 2016)

La PCA se presenta como una sal neutra insoluble, de gran relevancia en el
exito de la terapia endodontica ya que puede obliterar los tubulos dentinarios
adhiriéndose en las paredes del canal radicular, siendo un precipitado de dificil
eliminacién. Este efecto genera una disminucion en la permeabilidad dentinaria, que
interfiere directamente con la correcta difusion de irrigantes y medicacion intracanal,

ademas de favorecer la microfiltracion del relleno endodéntico al interferir en la
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adaptacion y penetracion de los materiales de sellado utilizados en la etapa de OCR.
Adicionalmente, su presencia puede provocar tincién dentaria debido a la difusion
del pigmento en las paredes dentinarias (Krishnamurthy y Subhakaran, 2010).

Algunos estudios han analizado la ultraestructura de las paredes dentinarias
del canal radicular con microscopia electronica de barrido (SEM) después de la
irrigacion con NaClO y CHX en distintas concentraciones para determinar la
presencia de precipitados. Se ha detectado obliteracion de los tubulos dentinarios
en el tercio medio y cervical del canal radicular, lo que podria comprometer la
limpieza y sellado del SCRy, por ende, afectar el éxito del tratamiento (Gasic y cols.
2012, Buiy cols, 2008, Krishnamurthy y Sudhakaran 2011; Mortenson y cols., 2012).
Por esta razon, se sugiere el uso de irrigantes intermedios entre NaClO y CHX para
prevenir asi la formacién del precipitado (Gasic y cols., 2012; Mortenson y cols.,
2012).

Debido a que la PCA ha sido ampliamente reconocida como una sustancia
nociva para la salud y con posibles implicancias directas en el tratamiento
endodontico, se vuelve indispensable poder predecir y prevenir su formacion al
realizar el protocolo de irrigacién y medicacion intracanal. De esta manera, se han
propuesto diversos irrigantes intermedios con el objetivo de evitar o disminuir su
formacion. Se ha sugerido la utilizacion de EDTA, &cido citrico, agua destilada,
alcohol en distintas concentraciones, suero fisioldgico, etc., sin embargo, en la
actualidad no existe un consenso respecto de cémo evitar la interaccion entre
irrigantes o medicamentos y qué efectos produce a nivel de los tibulos dentinarios

de las paredes del canal radicular (Haapasalo y cols., 2010)

Este estudio busca determinar el efecto del uso de distintos irrigantes
intermedios entre NaCIlO 5% y la medicacion con CHX 2% en la formacién de PCA
y en el grado de obliteracion de los tdbulos dentinarios de las paredes del canal
radicular, visualizado mediante microscopia electronica de barrido (SEM).
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4. HIPOTESIS

La cantidad de PCA que se forma y el grado de obliteracién de tubulos dentinarios
de las paredes del canal radicular varia al utilizar distintos irrigantes intermedios
entre Hipoclorito de Sodio al 5% y la medicacion con Clorhexidina al 2%

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar el grado de obliteracion de los tubulos dentinarios y la cantidad de PCA
que se forma al utilizar distintos irrigantes intermedios entre NaCIO al 5% vy la
medicacion con CHX al 2% durante protocolo de irrigacion endodontica.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la concentracion de NaClO en cada etapa del tratamiento

endodontico.

2. Determinar las concentraciones de PCA formadas al interaccionar NaCIO al 5 %
con CHX al 2%, al utilizar agua destilada, suero fisiolégico y etanol al 70% como

irrigantes intermedios durante el tratamiento endodontico.

3. Determinar el grado de obliteracion de los tubulos dentinarios en las paredes del
canal radicular al utilizar suero fisiol6gico, agua destilada y etanol al 70% como
irrigantes intermedios entre NaClO al 5% y la medicacion con CHX al 2%.

4. Comparar el grado de obliteracion de los tubulos dentinarios en las paredes del
canal radicular al utilizar suero fisiol6gico, agua destilada y etanol al 70% como

irrigantes intermedios entre NaCIlO al 5% y la medicacion con CHX al 2%.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1Tipo de estudio

Estudio prospectivo, experimental y explicativo ex vivo. El tamafo muestral
(n) sera de 30.

7.2 Materiales

Tabla N°2: Materiales para procedimientos clinicos

e Turbina, micromotor y contrangulo convencionales

e Dispositivo para la toma de muestras (Anexo 3)

» Piedras de diamante redondas de alta velocidad N°12, N°14.
SS White Burs, Inc.1145 Towbin Avenue Lakewood, New Jersey 08701, USA.
e Fresas carbide redondas de baja velocidad N°12 y N°14
SS White Burs, Inc.1145 Towbin Avenue Lakewood, New Jersey 08701, USA.
e Fresas Endo Z®de baja velocidad
Dentsply-Maillefer, Chemin du Verger 3, 1338 Ballaigues, Suisse.
¢ Fresas Gates Glidden N° 1-2-3
MANI, INC. 743 Nakaakutsu, Takanezawa, Shioya, Tochigi 329-1234, Japan.
e Jeringas de Irrigacion, Monoject ®.
Covidienlic, 15 Hampshire, Mansfield, MA 02048 USA.
e Limas tipo Kerr Subserie, leray 2da Serie, Maillefer®, 25 mm
Dentsply-Maillefer, Chemin du Verger 3, 1338 Ballaigues, Suisse.

e Conos de papel estériles
RITE-DENT MFG, CORP. 3750 East 10 Court Hialeah, Florida 33013, USA.

e Hipoclorito de Sodio 5%.
NaOCI, Sigma-Aldrich 3050 Spruce St. St. Louis, MO 63103 USA.
¢ Clorhexidina Digluconato solucién topica 2%.
Chlorhexidine Digluconato solution 20% in H20, Sigma-Aldrich 3050 Spruce St. St. Louis,
MO 63103 USA.
e EDTA 10%
EDTA, Merck Millipore, Frankfurter Str. 250, 64293 Darmstadt, Germany.
e Cloruro de Sodio 0,9%

J.T.Baker, Mallinckrodt Baker, S.A. de C.V. Xalostoc, 55320, Edo de Mex. Mexico, Made in
USA printed in Mexico.

e Agua Destilada
Laboratorio de Quimica, Facultad de Odontologia, U. de Chile.
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Tabla N°3: Materiales y reactivos para procedimientos de laboratorio

Todas las soluciones y diluciones usadas en la investigacion fueron preparadas
en el laboratorio de Quimica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de

Chile.

Tubos Eppendorf 1,5 ml
Biologix Group Limited, No.2766 Ying XiuRoad,High-Tech Industrial Development Zone
Jinan, Shandong 250101 P.R. China.

Micropipetas 100 y 1000 Labopette®
Hirschmann, Inc. Holloway Road, Suite 104 Bluegrass Industrial Park. Louiswille, KY 40299,
USA.

Centrifuga Hermle z216 MK.
HERMLE Labortechnik GmbH,Siemensstr 25 D-78564, Wehingen, Alemania.

Acido Clorhidrico
J.T.Baker, Mallinckrodt Baker, S.A. de C.V. Xalostoc, 55320, Edo de Mex. Mexico, Made in
USA printed in Mexico

Nitrito de Sodio
Merck Millipore, Frankfurter Str. 250, 64293 Darmstadt, Alemania.

Sulfamato de Amonio.
Sigma-Aldrich ChemieGmbh Munich, Germany

Naftiletiindiaminadihidrocloruro.
Sigma-Aldrich 3050 Spruce St. St. Louis, MO 63103 USA.

Ethanol
Merck Millipore, Frankfurter Str. 250, 64293 Darmstadt, Alemania.

Espectrofotometro UNICAM®UV/VIS
ThermoSpectronicUnicam UV-530 UV-Visible, Rochester, NY, USA

Cubetas de cuarzo 1cc.
Scientech, Inc. 5649 ArapahoeAvenue Boulder, CO 80303-1399, USA

Tabla N°4: Materiales para analisis microscopico

Microscopio electrénico de barrido Jeol Modelo JSM IT300LV
Secador de punto critico AUTOSAMDRI-815, SERIES A OVERVIEW
Metalizador DENTON VACUMM DESK V..

Discos de acero diamantado de 0,2 mm

SS White Burs, Inc.1145 Towbin Avenue Lakewood, New Jersey 08701, USA.

Hachuela de esmalte 15-8-12 (para fractura longitudinal de muestras)
Dentsply-Maillefer, Chemin du Verger 3, 1338 Ballaigues, Suisse.
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7.3 Seleccion de la muestra

En el presente estudio se realiz6 la comparacion de la concentracion de PCA
después de utilizar suero fisiolégico como grupo control y alcohol al 70% y agua
destilada como grupo experimental como irrigantes intermedios entre NaCIlO al 5%
y CHX al 2%. En este contexto, la formula matematica que permitié calcular el
tamafio muestral n para la comparacion de dos medias (SEQC, 2008) fue la
siguiente (Figura N°9):

_ 2(zaf + 25)252

n PE

Figura N°9: Ecuacién de calculo de tamafio muestral para comparacion de dos medias
(SEQC, 2008). Donde:

Zq €s el valor z correspondiente al riesgo deseado;
zges el valor z correspondiente a la potencia estadistica deseada,;
s? es la varianza de la variable cuantitativa que tiene el grupo control;

d es el valor minimo de la diferencia que se desea detectar.

Para la aplicacion de esta formula se utilizé el dato de desviacion estandar
(s) del grupo control en un estudio previo donde se determiné el contenido residual
de PCA que se produce al utilizar suero fisiolégico como irrigante intermedio entre
NaClO al 5% y CHX al 2% (Tabla N°5) (Alegre, 2015).

Tabla N°5: Concentracién de PCA medida en el estudio de Alegre (2015)

Concentracion minima 0,00004012%
Concentracién maxima 0,0013235%
Concentracion promedio 0,0007312%

Desviacion estandar 0,0002230
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Basado en este estudio también se establecio el valor minimo de diferencia
que se desea detectar (d), este valor corresponde a la diferencia entre la
concentracion promedio y la concentraciéon minima de PCA, teniendo un valor de

0,00033 en este caso.

Por lo tanto, si se acepta un riesgo de 0,05 (za = 1,92) y una potencia
estadistica del 90% (zg = 1,282), se tiene que (Figura N°10):

_2(1,960 + 1,282)%0,000223%
B 0,000332

n = 9,59996

Figura N°10: Célculo de tamafio muestral (n).

Se corrobor6é esta medicion utilizando el software Calculadora de tamafo
muestral GRANMO (IMIM, 2012).

Segun el software utilizado, se precisé de un n = 10 para detectar una
diferencia igual o superior a 0.00033 (IMIM, 2012), resultado que se condice con el
resultado obtenido previamente en la ecuacién de calculo de tamafio muestral
(Figura N°10).

Sobre las muestras obtenidas se realizaron los siguientes procedimientos
divididos en: (1) procedimientos clinicos donde se aplico el protocolo endodontico,
(2) procedimientos de laboratorio para determinacion de concentraciones de los
compuestos de interés y (3) procedimientos para analisis y conteo tubular en

microscopia electrénica de barrido (MEB).
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7.4Procedimientos clinicos

7.4.1 Recoleccidn de la muestra

Para plantear el modelo ex vivo de este estudio, se recolectaron y
seleccionaron 30 dientes humanos extraidos por indicacion protésica, ortodontica o
periodontal. Los criterios de inclusion de la muestra fueron dientes permanentes
maduros y sanos, libres de caries u obturaciones, unirradiculares, con
raices/canales rectos o con curvatura leve, de calibre amplio a medio al observarlos

en la radiografia.

La obtencién de las muestras se realiz6 desde exodoncias efectuadas en la
clinica de Cirugia Maxilofacial de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile. Previo a la recoleccion se explicdé oportunamente al paciente de las
caracteristicas del procedimiento y del estudio a participar, donde se solicitd la
autorizacion mediante la firma de Consentimiento informado detallado en el Anexo
2. En el caso de menores de edad la autorizacion fue otorgada por el respectivo

apoderado.

Una vez recolectados, los dientes fueron limpiados y debridados con
ultrasonido y curetas periodontales. Se tomaron radiografias de todas las muestras

y posteriormente fueron almacenadas bajo refrigeracion a 4°C.

7.4.2 Tratamiento endodoéntico y obtencidén de muestras por etapa:

Los dientes obtenidos se dividieron en tres grupos: un grupo control (N=10)

y dos grupos experimentales (N=20).

A los dientes del grupo control se les realizé un tratamiento endoddntico
desde la cavidad de acceso hasta terminar la PQM y realizar medicacion intracanal,
utilizando el protocolo de irrigacion endodontica que se aplica en la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Chile detallado en el Anexo 1.
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El proceso de aspiracion/eyeccion del contenido del canal radicular en cada
fase del tratamiento se efectué mediante un dispositivo especialmente disefiado
para la investigacion (creado y construido por el académico de la Universidad de
Chile Dr. Mauricio Ruiz Nolf), el que se muestra en la Figura N°11. Los detalles del

dispositivo de succion se describen en el Anexo 3.

Figura N°11. Dispositivo toma de muestras Dr. Mauricio Ruiz Nolf

La recoleccién de muestras intracanal se realiz6 12 Fases consecutivas siguiendo
la secuencia de tratamiento del protocolo endodontico tal como se muestra en la
Tabla N°6.

El grupo control consider6 suero fisioldgico como irrigante intermedio de
acuerdo al protocolo de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. En
los grupos experimentales se modifico el irrigante intermedio, aplicando la misma

secuencia de tratamiento.
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Tabla N°6 Fases del tratamiento endoddntico y recoleccion de muestras.

Fase Procedimiento Recoleccidn
N°1l: obtenida posterior a
Cavidad de acceso endoddntico con comunicar con camara
1 irrigacion intermitente con 3 ml de pulpar, permeabilizar canal
NaClO al 5%. y finalizados los desgastes
compensatorios.
5 Preparacion del tercio cervical y N°2: luego de utilizar cada
medio del canal dentinario. fresa Gates-Glidden.
N°3: obtenida durante la
3 Preparacién del tercio apical. irrigacion entre cada lima
de la secuencia.
N°4: obtenida durante la
4 Retroceso (step-back). irrigacion entre cada lima
de la secuencia.
E 5y 7 Irrigacion con 3 ml de suero fisiolégico N°5, 6y 7: obtenida durante
0.9% como irrigante intermedio (IRRi). cada IRRI.
8 Irrigacion con 1 ml de EDTA al 10%.  N°8
9 10 v 11 Irrigacién con 3 ml de suero fisiologico N°9, 10 y 11: obtenida
0.9% como irrigante intermedio (IRRi). durante cada IRRI.
o N°12: obtenida durante la
12 Medicacion con 3 ml de CHX al 2%.

medicacion con CHX.




28

Los 12 volumenes recolectados en cada fase fueron guardados en frascos
de vidrio previamente esterilizados y cerrados, los que se almacenaron en el

laboratorio refrigerados hasta el momento de su analisis.

A los dientes de los grupos experimentales se les aplico el mismo protocolo
clinico de irrigacion/medicacién descrito en la Tabla N°6, sustituyendo el suero
fisiolégico como IRRi por agua destilada (n=10) y por alcohol al 70% (n=10)
respectivamente en las fases 5, 6, 7,9, 10 y 11. Los irrigantes fueron utilizados en
el mismo volumen que el suero fisioldgico, es decir, el equivalente a tres jeringas de

irrigacion de 3 mililitros segun el protocolo.

7.5 Procedimientos de laboratorio

Con motivo de almacenamiento, las muestras recolectadas fueron
trasladadas a tubos Eppendorf de 1,5 ml, centrifugadas a 10.000 rpm durante 5
minutos con el fin de precipitar posibles residuos y detritus presentes posterior a su
recoleccion. Las muestras se mantuvieron refrigeradas a -20°C hasta el momento
de su analisis quimico.

Por medio del método espectrofotométrico, las muestras fueron analizadas
obteniendo su espectro de absorcidén en el rango UV-visible de 200-800 nm. Se
midio la absorbancia y determiné la concentracion de NaClO desde las fases 1 a la
11 y de PCA en la fase 12.

Con el fin de lograr este objetivo se realizaron en forma secuencial los

siguientes procedimientos:

7.5.1 Determinacion de la concentraciéon de NaClO

Para determinar la concentracion de NaClO, se utiliz6 una curva de
calibracion previamente confeccionada por Quiroz y cols. (2015) utilizando
espectroscopia UV (ultravioleta), leyendo los valores de absorbancia de las
muestras a un lambda méaximo (Amax) de 292 nm. La curva representada en el

Gréfico N°1 esta dada para concentraciones entre 0,0005% y 0,05% de NaClO, con
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la cual se determin6é la concentracion de NaClO recolectado en cada fase

anteriormente descrita (Fase 1 a la 11).

0.8

A = 15,2393 x [NaClO] - 0,032;
0.6l | R?=0993165

0.4

Absorbance

0.21

-0.0 - - - - -
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

Concentration

Gréfico N°1: Curva de calibracion de NaClO (Quiroz y cols., 2015)
A: Absorbancia. [NaClO]: Concentracién de NaClO

Utilizando un espectrofotometro UNICAM® UV/VIS se midié el valor
de absorbancia de las muestras, previamente depositadas en una cubeta de
cuarzo de 1 cc a un Amaxde 292 nm. Para esto se us6 como control blanco
agua destilada para la calibracién del equipo. Los valores obtenidos fueron
traspasados a la ecuacion de calibracion para conseguir asi las
concentraciones respectivas de cada sustancia.

En las muestras correspondientes a la Fase 1, 2, 3 y 4 donde la
concentracion se encontraba en rangos mayores a los comprendidos en la
curva de calibracion se realizé una dilucion de 100x con agua destilada.
Mientras que en las Fases 5, 6, 7, 9, 10 y 11 se midi6 directamente ya que
las muestras se encontraban en los rangos de concentracion permitidos en
la curva (0,0005% a 0,05%)).

Las concentraciones fueron comprobadas realizando el reemplazo de
los valores de absorbancia obtenidos en la ecuacion de calibracion
representada en la Figura N°12. Teniendo en consideracion que las
muestras diluidas debieron ser multiplicadas por el factor de dilucién (x100)

para conocer la concentracion real del irrigante en cada etapa.
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A+ 0.032
15.2393

[NaClO] =

Figura N°12: Ecuacion de la curva de calibracion para NaClO
[NaClO]: Concentracion de NaClO. A: Absorbancia

7.5.2 Determinacion de la concentracién de PCA

Para conocer la concentracion de PCA en las muestras se utilizo el protocolo de
deteccidbn de Paracloroanilina descrito en la Farmacopea Europea (2005)

modificado por Alegre y cols. (2014).

El protocolo ajustado fue el siguiente:

e A 1ml de muestra se agrego 2504L acido clorhidrico diluido (73g/L) y

se diluy6 hasta 2mL.

Luego se agreg0 y agité después de la adicion de las siguientes sustancias,

para obtener una correcta incorporacion.

e 36uL de Nitrito de Sodio (solucion 100g/L)

e 200uL de Sulfamato de Amonio (solucion 50g/L)

e 500uL Natftil etilndiamina dihidrocloruro (solucién 1g/L)
e 100.L de Alcohol (Solucion Etanol 96%)

Se diluyo hasta 5 ml con agua y se dejo reposar por 30 minutos.

Para determinar la concentracion de PCA, se utilizé una curva de calibracién

previamente confeccionada por Quiroz y cols. (2015) utilizando espectroscopia UV
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(ultravioleta), leyendo los valores de absorbancia en el rango visible (350-800 nm).
La curva representada en el Grafico N°2 fue construida para leer el complejo
coloreado que forma PCA a 552 nm, para concentraciones de entre 0,00005% y
0,001%, con la cual se determindé la concentracion de PCA presente en las muestras

correspondientes a la Fase 12 antes descrita.

0.103

A = 87,6981 x [PCA] + 0,0075;

0.0754| R?=0,994489

0.050 -

Absorbance

0.025 1

0.000 . : . .
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0011

Concentration

Gréafico N°2: Curva de calibracion de PCA (Quiroz y cols., 2015)
A: Absorbancia. [NaClQO]: Concentracién de NaClO

Los valores de absorbancia fueron reemplazados en la ecuacion de la curva
gue se muestra en la Figura N°13, donde se obtuvo finalmente la concentracién de

PCA de la Fase 12, donde se aplicé CHX al 2% como medicacion intracanal.

PCA] = A+ 0.0075
~ 87.6981

Figura N°13: Ecuacion de la curva de calibracion para PCA.

[PCA]: Concentracion de PCA. A: Absorbancia.
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7.6 Analisis estadistico de concentraciones

Las concentraciones de NaClO y PCA obtenidas en el grupo control (suero
fisioloégico) y grupos experimentales (agua destilada y alcohol al 70%) fueron
analizadas estadisticamente para buscar diferencias significativas entre los valores
de los distintos grupos. Los datos obtenidos fueron sometidos al test estadistico
Shapiro-Wilk para determinar el tipo de distribucién, donde se observo una
distribucion no normal y se definio el caracter no paramétrico de las muestras.

Para comparar los 3 grupos de IRRi estudiados se realiz6 un analisis de
varianza de Kruskal-Wallis para establecer el grado de significancia utilizando el
software estadistico STATA v14.0. Se fij6 un intervalo de confianza del 95%
aceptando diferencias estadisticamente significativas cuando p<0,05.

Para poder realizar un analisis estadistico mas representativo de las
muestras estudiadas, los datos obtenidos en las fases antes descritas fueron
agrupados en un consolidado de 4 conjuntos, divididos de acuerdo a las etapas del
tratamiento endodontico y a la concentracion de sustancia de interés a medir

(NaClO o PCA), como se muestra en la Figura N°14.

» Consolidado de fases agrupadas

Medicién

» Preparacion Quimio-Mecanica (PQM)
F1-F2-F3-F4

* Primera irrigacion intermedia (1°IRRi)
F5-F6-F7

« Segunda irrigacion intermedia (2°IRRi)
F9-F10-F11

* Medicacion final con CHX 2%
F12

Figura N°14: Fases consolidadas para andlisis estadistico.
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7.7 Determinacion de grados de obliteracion de tubulos dentinarios

Posteriormente a los procedimientos anteriormente descritos, todos los
dientes fueron almacenados a 4°C hasta el momento de someterse a los siguientes

procedimientos y analisis.

Mediante el uso del servicio de microscopia electrénica de barrido (MEB) de
la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile correspondiente al “Proyecto
FONDEQUIP EQM130076” se analizaron las caracteristicas de la estructura tubular
al interior de las paredes del sistema de canales radiculares de las muestras
previamente tratadas segun el protocolo endodontico ya mencionado. Para esto, los

dientes fueron sometidos a los procedimientos a continuacion descritos:

7.7.1 Corte Dentario

Todos los dientes fueron seccionados en dos mitades segun la secuencia
especifica de corte dentario descrita en el Anexo 4. Para de esta forma obtener una
visualizacion de la extension total del canal dentinario como se aprecia en la Figura

N°15 y asi posteriormente poder observar la ultraestructura a través de MEB.

Figura N°15. Dientes seccionados longitudinalmente en dos partes luego de realizado

el protocolo endodontico
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7.7.2 Preparacion de las muestras para visualizacion en MEB

Las muestras que se desea visualizar a través de microscopia electronica de
barrido deben cumplir dos condiciones fundamentales, en especial si se trata de
tejidos bioldgicos: Deben estar secas y ser conductoras de electricidad. Para esto
se sometié a los dientes previamente seccionados a un proceso de fijacion y
deshidratacion quimica en el laboratorio, el que finalizé6 con un secado de punto
critico de las muestras. Posteriormente y para otorgarle mayor conductividad a los
especimenes se realizd el recubrimiento o “spputtering” con oro (Au) para asi
obtener mejores condiciones de imagen. (Ver Anexo 5) A continuacion se describen

los procedimientos:

1. Etapa de deshidratacién: Se sumergid cada muestra en alcoholes
ascendentes de 50°,70°,95°,100°1 y 100° Il durante 5 minutos cada uno.

2. Etapa de secado de punto critico: Se colocaron las muestras en el
Secador de punto critico (AUTOSAMDRI-815, SERIES A OVERVIEW)
durante 45 minutos, donde cada muestra fue secada para remover las
moléculas de agua a través de CO?2.

3. Etapa de Metalizado con oro: Una vez secas las muestras fueron montadas
en porta muestras de aluminio y posteriormente se metalizaron con oro en
METALIZADOR DENTON VACUMM DESKV.

4. Las muestras fueron almacenadas en capsulas Petri hasta su utilizacion.
Figura N°16.
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Figura N°16. Dientes seccionados longitudinalmente, secados a punto critico y

metalizados con oro sobre porta muestras de aluminio.

7.7.3 Seleccion de areas de analisis y recuento tubular

Las muestras fueron observadas mediante el microscopio electrénico de barrido
Jeol Modelo JSM IT300LV, bajo el protocolo de visualizacion descrito en el Anexo
6.

Se seleccionaron 5 areas de 100x100 um de cada seccion del canal radicular
magnificadas x850 a diferentes alturas del canal para obtener un total de 10 areas.
Las imagenes fueron elegidas desde la porcidn central del canal para conseguir
una visién directamente perpendicular a la superficie, a modo de evitar
discrepancias debido a la direccion de los tabulos dentinarios. Se escogieron
imagenes representativas en la extension de los tercios del canal. Figura N°17.
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mm  High-P.C40.0  Highvac

Figura N°17: Microfotografias obtenidas a través de microscopia electronica de
barrido MEB.

(A) Vision de la ubicacion del canal dentinario en la porcion apical a 27X de aumento. (B)
Variacion en la orientacion de los tibulos dentinarios al interior del canal a 250X. (C)
Porcion central y frontal de los tubulos dentinarios en tercio medio a 850X. (D) Tubulos
dentarios permeables, imagen a 1500X.

Posteriormente, una vez seleccionadas las imagenes de los 30 dientes a
estudiar, fueron guardadas y almacenadas en formato Tiff. Se procedi6 a realizar
el conteo tubular mediante la seleccion de un area delimitada por una rejilla de
100x100 pm, subdividida en 25 areas de 20x20um cada una, como se muestra en

la Figura N°18.

Para este andlisis se utilizaron los siguientes criterios respecto del grado de
obliteracion de los tabulos dentinarios:

e Abierto: tibulo dentinario totalmente abierto sin signo alguno de detritus o
depositos. (Figura N°19-a)
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e Parcialmente ocluido: tabulo parcialmente visible (25%, 50% 6 75% de su
porcioén). (Figura N°19-b)

e Totalmente ocluido: Se detecta evidencia de tubulo no visible debido a la
presencia de detritus que impiden la visualizacion en mas del 75%. (Figura
N°19-c)

Figura N°18. Microfotografia con superposicion de rejilla para conteo tubular.

Figura N°19: Microfotografias: (a) Tubulos abiertos. (b) Tubulos parcialmente ocluidos.

(c) Tubulos totalmente ocluidos.

El conteo de los tubulos fue realizado manualmente por un solo operador
previamente calibrado, y se revisaron los resultados utilizando el software de

andlisis de imagen Aphelion™ Dev version 4.4.0. Los resultados fueron divididos
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segun grupo de estudio (Suero Fisiolégico, Agua Destilada y Alcohol al 70%) y por
grado de obliteracion tubular.
7.8 Anélisis estadistico _del grado de obliteracion de los tubulos

dentinarios

A través del analisis de los resultados se busco establecer la presencia de
diferencias significativas entre los grados de obliteracion de los tubulos dentinarios
en los 3 grupos de estudio: suero fisioldgico, agua destilada y alcohol al 70%. Los
datos obtenidos fueron sometidos al test estadistico Shapiro-Wilk para determinar
el tipo de distribucién, donde se observé una distribucién no normal.

Para comparar los 3 grupos de IRRi estudiados se realiz6 un analisis de
varianza de Kruskal-Wallis, debido a que los datos eran de caracter no parameétrico.
Para establecer el grado de significancia, se utilizé el software estadistico STATA
v14.0, fijando un intervalo de confianza del 95% aceptando diferencias

estadisticamente significativas cuando p<0,05.

8. RESULTADOS

A continuacién, se muestran las concentraciones obtenidas mediante
espectrofotometria en los tres grupos estudiados y segun las fases del tratamiento

agrupadas como se describid anteriormente en la Figura N°14.

8.1 Concentracién de NaClO

Utilizando los valores de absorbancia obtenidos por medio del método de
espectrofotometria y las curvas de calibracién de cada sustancia, se determinaron
las concentraciones de NaClO en las etapas de instrumentacion (PQM) y en
durante la IRRI realizadas con los diferentes agentes irrigantes utilizados en este
estudio, previo a la aplicacion de la medicacion con CHX al 2%. Se evalu6 suero
fisiolégico (Tabla N°7) en el grupo control y agua destilada (Tabla N°8) y alcohol al

70%(Tabla N°9) en los grupos experimentales.
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Tabla N°7: Concentraciones de NaClO en las fases previas a la
medicacién con CHX al 2% en el grupo control (NaCl 0,9%)

[NaClO]max [NaClO]wmin Media DS
PQM 5,38739 3,84860 4,61684 0,48206
1°IRR; 0,02738 0,00439 0,01419 0,00675
2°IRRIi 0,01089 0,00343 0,00695 0,00312

PQM: Preparacion quimio-mecéanica. 1°IRRi: Primera irrigacion intermedia. 2°IRRi: Segunda
irrigacion intermedia. [NaClO]wmax: Concentracion méaxima de NaClO. [NaClO]wmin: Concentracion

minima de NaClO. DS: Desviacién estandar.

Tabla N°8: Concentraciones de NaClO en las fases previas a la

medicacidén con CHX al 2% en el grupo experimental de Agua Destilada

[NaClO]max [NaClO]wmin Media DS
PQM 5,08389 4,24560 4,84487 0,24731
1°IRRI 0,02368 0,01139 0,01792 0,00413
2°IRRi 0,01087 0,00918 0,00993 0,00056

PQM: Preparacion quimio-mecéanica. 1°IRRi: Primera irrigacion intermedia. 2°IRRi: Segunda
irrigacion intermedia. [NaClO]wmax: Concentracion maxima de NaClO. [NaClO]wmin: Concentracion

minima de NaClO. DS: Desviacién estandar.

Tabla N°9: Concentraciones de NaClO en las fases previas a la

medicacién con CHX al 2% en el grupo experimental de Alcohol al 70%

[NaClO]max [NaCIlO]min Media DS
PQM 5,00679 4,73446 4,89261 0,08713
1°IRRI 0,02403 0,01194 0,01475 0,00354
2°IRRIi 0,00302 0,00240 0,00263 0,00018

PQM: Preparacion quimio-mecénica. 1°IRRi: Primera irrigacién intermedia. 2°IRRi: Segunda
irrigacion intermedia. [NaClO]wmax: Concentracion méaxima de NaClO. [NaClO]wmin: Concentracion

minima de NaClO. DS: Desviacién estandar.

Posteriormente se realiz6 la comparacion entre las concentraciones de
NaClO de los 3 grupos evaluados en las fases previas a la medicacién con CHX al

2% (PQM, 1°IRRi y 2°IRRi) como se muestra en la Tabla N°10 y luego, con el fin



40

de establecer diferencias al interior de los grupos se compararon alternadamente
ambos grupos experimentales con el grupo control (Tabla N°11y Tabla N°12) y las
diferencias entre los grupos experimentales (Tabla N°13).

Tabla N°10: Comparacion de concentraciones de NaClO en los 3 grupos
de estudio, previo a la medicacion con CHX al 2%

Hipoclorito de Sodio (NaClO)

Grupo Control Grupo Grupo
NaCl 0.9% Experimental Experimental
’ Agua Destilada Alcohol 70%

Media DS Media DS Media DS Valor p
PQM 4,6168 0,4820 4,8448 0,2473 4,8926 0,0871 0,2124

1°IRRi | 0,0141 0,0067 0,0179 0,0041 0,0147 0,0035 0,1809

2°IRRi | 0,0069 0,0031 0,0099 0,0005 0,0026 0,0001 0,0001

PQM: Preparacion quimio-mecanica. 1°IRRi: Primera irrigacion intermedia. 2°IRRi: Segunda
irrigacion intermedia. [NaClO]wmax: Concentracion méaxima de NaClO. [NaClO]wmin: Concentracion

minima de NaClO. DS: Desviacion estandar. NaCl 0.9%: Suero Fisiol6gico. p: Significancia

Tabla N°11: Comparacion de concentraciones de NaClO entre grupo
NaCl 0.9% y Agua destilada, en las fases previas a la medicacion de CHX al

2%
Hipoclorito de Sodio (NaClO)

Grupo Control Grupo Experimental
NaCl 0,9% Agua Destilada
Media DS Media DS Valor p
PQM 4,61684 0,48206 4,84487 0,24731 0,2265
1° IRRI 0,01419 0,00675 0,01792 0,00413 0,1306
2° IRRi 0,00695 0,00312 0,00993 0,00056 0,0343

PQM: Preparacion quimio-mecénica. 1°IRRi: Primera irrigacién intermedia. 2°IRRi: Segunda

irrigacion intermedia. DS: Desviacion estandar. NaCl 0.9%: Suero fisiolégico. p: Significancia
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Tabla N°12: Comparacion de concentraciones de NaClO entre grupo
NaCl 0.9% y Alcohol 70%, en las fases previas a la medicacién de CHX al 2%.

Hipoclorito de Sodio (NaClO)

Grupo Control Grupo Experimental
NaCl 0,9% Alcohol 70%
Media DS Media DS Valor p
PQM 4,61684 0,48206 4,89261 0,08713 0,0696
1° IRRI 0,01419 0,00675 0,01475 0,00354 0,7055
2° IRRi 0,00695 0,00312 0,00263 0,00018 0,0002

PQM: Preparacién quimio-mecanica. 1°IRRi: Primera irrigacion intermedia. 2°IRRi: Segunda

irrigacion intermedia. DS: Desviacién estandar. NaCl 0.9%: Suero Fisiolégico. p: Significancia

Tabla N°13: Comparacién de concentraciones de NaClO entre grupo

Agua destilada y Alcohol 70%, en las fases previas a la medicacion de CHX al
2%

Hipoclorito de Sodio (NaClO)

Grupo Control Grupo Experimental
Agua destilada Alcohol 70%
Media DS Media DS Valor p
PQM 4,84487 0,24731 4,89261 0,08713 0,7622
1° IRRI 0,01792 0,00413 0,01475 0,00354 0,1040
2° IRRiI 0,00993 0,00056 0,00263 0,00018 0,0002

PQM: Preparacion quimio-mecanica. 1°IRRi: Primera irrigacion intermedia. 2°IRRi;: Segunda

irrigacion intermedia. DS: Desviacion estandar. p: Significancia

Se detect6 una disminucion en la concentracion inicial de 5% de NaClO en
la etapa de PQM entre el grupo control y los grupos experimentales. Posteriormente
durante el primer uso de irrigantes intermedios, la concentracion de NaClO

disminuyo en los tres grupos, principalmente en el grupo control, seguido por el
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Alcohol al 70%. Sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos (p>0.05).

Luego, durante la segunda irrigacion intermedia, se observo una disminucién
en la concentracion de NaClO estadisticamente significativa al comparar los
distintos irrigantes, donde el Alcohol al 70% logré mejores resultados tanto al
comparar los tres grupos entre si, como al compararlo con el control y el agua

destilada en forma independiente (p<0.05).

8.2 Concentraciéon de PCA:

Mediante la curva de calibracion anteriormente definida (Quiroz y cols.,
2015), en conjunto con los valores de absorbancia obtenidos por espectrofotometria
luego de someter a las muestras expuestas a CHX al 2% al protocolo de
identificacion de PCA ya mencionado, se determinaron las concentraciones del

compuesto en los distintos grupos de estudio, como se muestra en la Tabla N°14.

Tabla N°14: Concentraciones de PCA al aplicar CHX al 2% en los los 3
grupos de estudio: NaCl 0.9%, Agua Destilada, Alcohol 70%.

[PCA]max [PCA]min Media DS
Medicacion CHX 2%
NaCl 0.9% 0,00502 0,00116 0,00296 0,00131
Medicacion CHX
2% 0,00218 0,00121 0,00163 0,00036
Agua Destilada
L .
Med)\‘f(?g',?o”, %3; 2% 0,00351 0,00096 0,00229 0,00119

[PCA]max: Concentracion de PCA maxima. [PCA]wmin: Concentracion de PCA minima. DS:

Desviacién estandar.

La comparacion entre las concentraciones de PCA de los 3 grupos al evaluar
la fase de medicacion con CHX se muestra en Tabla N°15. Ademas, se efectuo la
comparacion entre los grupos de estudio por separado, alternando los grupos
experimentales con el grupo control (Tabla N°16 y Tabla N°17) y comparando

ambos grupos experimentales (Tabla N°18), para determinar diferencias
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significativas entre cada irrigante y la formacién de PCA. Los resultados fueron

expuestos en el Gréafico N°3.

Tabla N°15: Comparacion de concentraciones de PCA en los 3 grupos
de estudio, luego de la medicacion con CHX al 2%.

Paracloroanilina (PCA)

Grupo Control Grupo Grupo
NaCl 0.9% Experimental Experimental
’ Agua Destilada Alcohol 70%
Media DS Media DS Media DS VaFI)or

Medicacion | 0,0029 0,0013 0,0016 0,0003 0,0022 (0011 0,0945

DS: Desviacion estandar. p: Significancia
Tabla N°16: Comparaciéon de concentraciones de PCA entre el grupo de
suero fisiolégico (NaCl 0.9%) y Agua destilada al aplicar medicacién de CHX
al 2%.

Grupo Control Grupo Experimental
NaCl 0.9% Agua destilada
Media DS Media DS Valor p

Medicacién ~ 0,00296  0,00131  0,00163  0,00036 (0494

DS: Desviacion estandar. p: Significancia
Tabla N°17: Comparaciéon de concentraciones de PCA entre el grupo de
suero fisioldgico (NaCl 0.9%) y Alcohol 70% al aplicar medicacion de CHX al
2%.

Grupo Control Grupo Experimental
NaCl 0.9% Alcohol 70%
Media DS Media DS Valor p

Medicacion 0,00296 0,00131 0,00229 0,00119 0,0963

DS: Desviacion estandar. p: Significancia
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Tabla N°18: Comparaciéon de concentraciones de PCA entre el grupo de
Alcohol 70% y Agua destilada al aplicar medicacién con CHX al 2%.

Grupo Control Grupo Experimental
Agua destilada Alcohol 70%
Media DS Media DS Valor p

Medicacion 0,00163 0,00036 0,00229 0,00119 0,5453

DS: Desviacion estandar. p: Significancia

Grafico N°3: Comparacion de concentraciones de PCA segun IRRi utilizado
previo a medicacién con CHX al 2%.
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A: Comparacion de concentraciones de PCA entre los 3 grupos de IRRi; B: Comparacion de
concentracion de PCA entre grupo control (NaCl 0.9%) y Agua destilada; C: Comparacién de
concentracion de PCA entre grupo control (NaCl 0.9%) y Alcohol 70% D: Comparacién de
concentracion de PCA entre grupo Alcohol 70% y Agua destilada; (*): Valor p<0.05

En la etapa de medicacion con CHX al 2% se observoé presencia de PCA en
los tres grupos estudiados. Sin embargo, al momento de comparar los tres grupos
no existieron diferencias estadisticamente significativas entre éstos (p>0,05). Por
otra parte, al comparar los diferentes grupos independientemente se observé que
el grupo agua destilada mostré una concentracion menor y estadisticamente

significativa respecto del grupo control (p<0,05).
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8.3 Grado de Obliteracién de Tubulos dentinarios:

Utilizando microscopia electrénica de barrido (MEB) se obtuvieron imagenes de
distintas areas del canal radicular, donde se observaron diferencias en el grado de
obliteracion de los tubulos dentinarios respecto de cada grupo de estudio, como se

observa en la Figura N°20. Ademas, se realizé un analisis elemental EDS de las

muestras estudiadas (Figura N°21).

Suero Fisiolégico Agua Destilada Alcohol 70%
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Figura N°20: Microfotografias: Areas seleccionadas al dividir longitudinalmente el canal
dentinario de cada muestra de estudio en 5 partes. Las imagenes fueron ordenadas de

cervical (1) a apical (5).
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Figura N°21: Andlisis elemental EDS segun grupo de estudio. (1) Suero Fisiologico; (2)
Agua Destilada; (3) Alcohol 70%.

Se observa que existen diferencias visibles en la microestructura de las
paredes del canal radicular, respecto al grado de obliteracion de los tubulos
dentinarios como se observa en la Figura N°. Ademas, al realizar el analisis
elemental (EDS) de las distintas secciones de las muestras se observo la presencia

de cloro (Cl) en las paredes tratadas de las muestras dentarias (Figura N°21).

Por otra parte, mediante el uso de MEB se realiz6 el analisis y conteo de los
tubulos dentinarios de las diferentes secciones del canal radicular, agrupandolos
segun el grado de obliteracion en los 3 grupos de estudio (Tabla N°19). Se comparé
ademas las diferencias en los grados de obliteracion relacionando los grupos

experimentales (Alcohol 70% y Agua Destilada) con el grupo control (NaCl 0,9%)
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(Tabla N°20 y Tabla N°21) y los grupos experimentales entre si (Tabla N°22). Los

resultados fueron expuestos en el Grafico N°4.

Tabla N°19: Comparacion de grados de obliteracion de los tubulos
dentinarios en los 3 grupos de estudio con diferentes IRRI.

Grado de Obliteracion de los tibulos dentinarios

Grupo Control Grupo I Grupo |
NaCl 0.9% Experimenta Experimenta
’ Agua Destilada Alcohol 70%

Media DS Media DS Media DS Valor p
TO 20,1 14,52 5,34 4,34 20,02 16,27 0,0001

PO 9,83 7,23 5,57 5,44 12,43 9,09 0,0001

NO 179,78 106,73 292,25 130,56 216,59 127,50 0,0001

TO: Totalmente obliterado, PO: Parcialmente obliterado, NO: No obliterado, DS: Desviacién

estandar, p: Significancia.

Tabla N°20: Comparacién de grados de obliteracion de tubulos
dentinarios entre grupo control y Agua Destilada.

Grupo Control Grupo Experimental
NaCl 0,9% Agua Destilada
Media DS Media DS Valor p
TO 20,1 14,52 5,34 4,34 0,0001
PO 9,83 7,23 5,57 5,44 0,0001
NO 179,78 106,73 292,25 130,56 0,0001

TO: Totalmente obliterado, PO: Parcialmente obliterado, NO: No obliterado, DS: Desviacién

estandar, p: Significancia.

Tabla N°21: Comparacion de grados de obliteracién de tabulos
dentinarios entre grupo control y Alcohol 70%.

Grupo Control Grupo Experimental
NaCl 0,9% Alcohol 70%
Media DS Media DS Valor p
TO 20,1 14,52 20,02 16,27 0,4944
PO 9,83 7,23 12,43 9,09 0,0499
NO 179,78 106,73 216,59 127,50 0,0466

TO: Totalmente obliterado, PO: Parcialmente obliterado, NO: No obliterado, DS: Desviacién

estandar, p: Significancia.
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Tabla N°22: Comparaciéon de grados de obliteracion de tubulos
dentinarios entre grupos experimentales.

Grupo Control Grupo Experimental
Agua destilada Alcohol 70%
Media DS Media DS Valor p
TO 5,34 4,34 20,02 16,27 0,0001
PO 5,57 5,44 12,43 9,09 0,0001
NO 292,25 130,56 216,59 127,50 0,0001

TO: Totalmente obliterado, PO: Parcialmente obliterado, NO: No obliterado, DS: Desviacién

estandar, p: Significancia.

Gréafico N°4: Comparaciéon de los grados de obliteracion de los tubulos

dentinarios entre los 3 grupos de estudio segln irrigante utilizado.
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De los resultados obtenidos del recuento tubular en MEB, se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) al comparar la cantidad de
tubulos completamente obliterados, parcialmente obliterados y no obliterados al
interior de las paredes del canal dentinario. Al comparar los tres grupos de irrigantes
intermedios, el grupo experimental de agua destilada presentd la menor cantidad
de tubulos total o parcialmente ocluidos, ademas de la mayor cantidad de tabulos
no obliterados (p<0,05).
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9. DISCUSION

Uno de los recursos terapéuticos mas eficientes y fundamentales durante el
tratamiento endoddntico es el uso de diversos agentes quimicos en una
combinacion y secuencia especifica para el control de la infeccion y el manejo de

residuos organicos e inorganicos presentes en la complejidad del SCR.

El NaClO en distintas concentraciones es el irrigante mas utilizado en
endodoncia (Serpery cols., 2004) pero por si solo no cumple con los requerimientos
de un irrigante ideal (Haapasalo y cols, 2010). Es por esto, que se ha propuesto la
utilizacion de un protocolo de irrigacion que incluya al NaCIO para disolver el
contenido organico del canal, EDTA para eliminar el componente inorganico del
barro dentinario generado durante la instrumentacion mecanica y agentes
antisépticos como CHX para aumentar el espectro antimicrobiano y optimizar la
desinfeccién del canal ya preparado debido a la sustantividad que presenta esta
sustancia (Zehnder, 2006).

Este estudio se centré en la premisa de que durante la terapia endoddntica
al combinar distintos irrigantes y medicamentos se pueden generar interacciones
que resultan en la formacion de subproductos al interior del canal dentinario que

pueden afectar los resultados del tratamiento (Basrani y cols, 2007, 2012).

Segun Prado y cols. (2013), a pesar de que distintas sustancias como EDTA,
AC o acido fosférico han sido propuestas para eliminar los residuos inorganicos
producidos durante la PQM, los productos de la interaccion quimica al interior del
SCR forman precipitados en forma de “barro dentinario quimico” sobre la superficie
dentinaria, ocluyendo la estructura tubular. Vivacqua-Gomes (2002) en un estudio
ex vivo realizado sobre 50 dientes unirradiculares observé que este tipo de capa
guimica sobre las paredes del canal interfiere con la correcta adaptacion de los
materiales de relleno y sellado endodontico durante la obturacion del canal radicular
(OCR).

La combinacion de NaCIO y CHX en distintas concentraciones genera una
reaccion acido-base que produce como resultado la formacion de una sal como

subproducto en forma de precipitado insoluble, que en diversos estudios ha
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mostrado la presencia de Paracloroanilina (PCA) (Basraniy cols., 2007; Bui y cols.,
2008). La PCA ha demostrado ser un compuesto potencialmente maligno segun la
IACR (2015) y estudios toxicolégicos en animales establecieron efectos nocivos para

la salud cuando se somete a una exposicion reiterada (OMS, 2003).

En términos clinicos la formacion de PCA puede provocar cambios en el color
de la estructura dentaria, disminuir el efecto de la medicacion intracanal, ademas de
ser un compuesto citotoxico para tejidos periapicales (Buiy cols., 2008, Akisuey cols.,
2010). Un estudio in vitro realizado por Riquelme y cols., (2015), mostré que la
formacion de PCA esta directamente relacionada con la concentracion de NaCIlO

presente al momento de reaccionar con CHX al 2%.

Valera y cols. (2010), evaluaron la microfiltracion marginal evaluada en
canales instrumentados y sometidos a diferentes protocolos de irrigacion
confirmando que en aquellos dientes donde se utiliz6 NaClO en asociacion
exclusiva con CHX, tenian los peores resultados en términos de microfiltracion y
obliteracion de la estructura tubular, incluso al comparar los resultados con la

irrigacion Unica con agua destilada.

En el meta-andlisis realizado por Shahravan y cols., (2007) se concluyé que
la remocién del barro dentinario mejora el sellado del sistema de canales
radiculares en forma significativa, mientras que el tipo de técnica de obturacién o el

cemento sellador no producian el mismo impacto significativo.

Diversos autores proponen el uso de irrigantes intermedios en grandes
volimenes previo a la medicacion con CHX con el fin disminuir la concentracion de
NaClO al interior del canal y asi, disminuir la formacién de subproductos como PCA
mejorando la limpieza y permeabilidad al interior del SCR (Krishnamurthy y
Sudhakaran, 2010; Gasic y cols., 2012; Riquelme y cols., 2015).

El protocolo de irrigacion endodontica utilizado en la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile actualmente propone el uso de suero
fisiolégico (NaCl 0,9%) como irrigante intermedio entre NaClO y la medicacion con
CHX al 2%, por lo que en el presente estudio se establecio el uso de esta solucion
salina a modo de grupo control. Sin embargo, Alegre y cols. (2017) al replicar este



51

protocolo de irrigacion y medicacion en un estudio ex vivo, demostré que aunque
se logré una dilucion de los agentes quimicos utilizados, la formacién de PCA fue
detectable en las fases finales del tratamiento.

En el presente estudio se analizé ex vivo la influencia de distintos irrigantes,
suero fisiolégico (control), agua destilada (AD) y alcohol al 70% (OH70%), en la
formacion de PCA y en el grado de obliteracion de los tubulos dentinarios al
utilizarlos como irrigantes intermedios entre NaCIlO al 5% y la medicacion con CHX
al 2%. Debido a que los resultados varian entre los tres grupos estudiados se
confirma la hipotesis planteada para esta investigacion, estableciendo diferencias

entre los resultados del grupo control y los grupos experimentales.

En relacion a las concentraciones de NaClO, se observo que a partir de la
concentracion inicial del 5% de NaClO, hubo una leve disminucién en la etapa inicial
(Cavidad de acceso, parte de la PQM), en el rango de 4,62% a 4,82%. Asimismo,
durante la 1°IRRi también se observa un decrecimiento en la concentracion de
NaClO de entre 0,014% a 0,017%, sin presentar diferencias estadisticamente
significativas entre los tres grupos (p>0,05). Por otra parte, las diferencias entre las
concentraciones al final de la 2°IRRi entre los tres grupos fue significativa (p<0,05),
donde el Alcohol al 70% logr6 menores concentraciones respecto del grupo control
y agua destilada (OH70%: 0,002%; NaCl 0,9%: 0,006%; AD: 0,009%). Estos
resultados son similares a los descritos por Farias (2017), Quiroz (2015) y Reyes
(2015).

Segun Krishnamurthy y Sudhakaran (2010), grandes volumenes de
irrigantes intermedios entre NaClO y CHX 2% similares a los utilizados en este
estudio (3ml en cada fase del tratamiento), pueden evitar la formacién de PCA. No
obstante, pese a que existe una disminucién en la concentraciéon de NaClO, no se
logra diluir por completo, dejando contenido residual al interior del SCR para
interactuar con la CHX al 2%.

La formacion de PCA se observo en los tres grupos de estudio, pero la menor
concentracion se obtuvo en el grupo de AD a pesar de las diferencias en la

concentracion de NaClO residual. Pese a las variaciones entre los distintos IRRi
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(NaCl 0,9%: 0,0029%; OH70%: 0,0022 y AD: 0,0016) no hubo diferencias
estadisticamente significativas al comparar los tres grupos entre si (p>0,05). Sin
embargo, al correlacionar los grupos experimentales con el control de forma
independiente, el AD mostré una disminucion significativa en la formacion de PCA
respecto del control NaCl 0,9% (p<0,05), lo que se condice con los resultados
obtenidos por Quiroz (2015) y Prado y cols. (2013).

Estudios in vitro como los realizados por Riquelme y cols. (2015), han
mostrado que al diluir NaClO en agua destilada incluso a concentraciones de
0,0025%, se produce de igual manera formacion de PCA (aunque en menor
concentracion) al momento de interaccionar con la CHX 2%. Estos resultados son
concordantes con lo observado en este trabajo, donde la formacion de PCA ocurre
sin mayores diferencias al comparar los distintos Irrigantes intermedios. Sin
embargo, al asumir que la cantidad de PCA remanente en el canal es del orden de
los 0,1ml (100ul), con el potencial de ingresar al organismo del hospedero, el nivel
de exposicion seria menor a 2 pg en total, por lo que el paciente sometido a la
terapia endododntica utilizando este protocolo de irrigaciéon y medicacion, no

presentaria riesgo toxicolégico ante la exposicion a PCA.

Si observamos el grado de obliteracion de los tubulos dentinarios en distintas
secciones del canal radicular de los dientes analizados en este estudio, se
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos
analizados. Al observar y cuantificar el grado de obliteracién de tubulos (totalmente
obliterados y parcialmente obliterados) se encontr6 el menor grado en el grupo de
AD, seguido del OH70% vy finalmente el grupo control de NaCl 0,9% (p<0,0001).
Asimismo, el grupo de AD resultd presentar la mayor cantidad de tubulos
dentinarios no obliterados, con diferencias estadisticamente significativas con los
otros grupos (p<0,0001).

Respecto de la obliteracion tubular, se infiere que el agua destilada como
irrigante intermedio presenta una relacidon positiva en cuanto al grado de

permeabilidad dentinaria, concordante con los bajos niveles de PCA presentados.
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El bajo grado de obliteracion tubular que se produjo en las muestras donde
se utilizé agua destilada concuerda con los bajos niveles de PCA encontrados al
utilizar este irrigante intermedio. Por otra parte, los resultados observados en el
grupo control podrian explicarse por una reaccion producida entre el suero
fisiol6gico con los distintos agentes quimicos utilizados en el protocolo de irrigacion
y medicacion. Prado y cols. (2013), observaron en un estudio ex vivo que la solucion
salina de NaCl 0,9% al interaccionar con CHX produce un precipitado que se
deposita sobre los tubulos dentinarios interfiriendo con el correcto sellado
tridimensional de las estructuras y dicho precipitado no se observa al utilizar agua
destilada. Asimismo, Riquelme y cols. (2015) determinaron in vitro que el suero
fisiologico al contacto con CHX forma un precipitado salino de color blanco capaz

de depositarse en la superficie de la estructura tubular del canal dentinario.

En el estudio realizado por Krishnamurthy y Sudhakaran (2010) se observo
que el uso de alcohol isopropilico al 100% puede evitar la formacion de precipitados
cuando es utilizado entre CHX al 2% y NaClIO al 2,5%, no detectando cloro o anilina
con el método empleado en aquel estudio. En nuestro estudio no se observaron
precipitados visibles en ningun diente, aunque si un niamero menor de tubulos
dentinarios obliterados en la observacion bajo SEM. Ninguno de los irrigantes
intermedios, incluido el alcohol, evit6 completamente la formacién de PCA en
solucion, lo que puede deberse a la mayor concentracion de NaClO utilizada
(NaClO 5%), al protocolo de irrigacion aplicado y a las diferencias en el método de

deteccién y cuantificacion de PCA.

Reyes (2015), en su planteamiento metodoldgico, describié alteraciones in
vitro en el espectro de absorcién de NaClO al mezclar diferentes diluciones acuosas
de este compuesto (0,0005% a 5%) con alcohol absoluto, planteando una posible
interaccion entre ambos que no dejaria NaClO libre para reaccionar con CHX al
2%. En nuestro estudio la segunda irrigacion con OH70% redujo significativamente
la concentracion de NaClO residual en solucion (previo a la medicacion con CHX
2%) en comparacion a los otros irrigantes intermedios. Sin embargo, aunque el
OH70% disminuye la concentracion de PCA, la concentracion de NaClIO residual

no fue suficiente para generar una diferencia significativa en la concentracion de
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PCA con los otros grupos estudiados (p>0,05). Finalmente, es importante
considerar que el uso de alcohol en distintas concentraciones como irrigante
intermedio aun no esta completamente dilucidado y se necesitan mas estudios in

Vivo que analicen sus efectos sobre los tejidos periapicales.

En este estudio se observo que al utilizar agua destilada como irrigante
intermedio se produce el menor grado de obliteracion de los tabulos dentinarios y
la menor concentracion de PCA en comparacion con el grupo control (suero

fisiolégico).

La permeabilidad de las paredes del canal radicular resulta relevante para el
resultado del tratamiento endoddntico. Khayat y cols. (2005), establecieron que una
mayor remocion del barro dentinario, dejando una mayor permeabilidad en las
paredes del canal, tiene un efecto significativo en la disminucion de la microfiltracion
en canales obturados con cementos en base a eugenato de zinc (Roth 801) y resina
(AH26). Homayouni y cols. (2014) describieron que la presencia del precipitado
formado por la interaccion de CHX con PCA afecta la capacidad de sellado del
canal cuando se utiliza gutapercha y cementos a base de resina como AH26.
Establecen que es necesario evitar la formacion de este precipitado utilizando
irrigantes intermedios que contrarresten dicha interaccion. Asimismo, Valeray cols.
(2010), describen que la interaccion de CHX con NaClO produce un precipitado que
se adhiere firmemente a las paredes del canal, siendo dificil de eliminar, por lo que
es necesario evitar su formacién para que no produzca efectos similares al barro

dentinario.

Finalmente, cabe destacar que a pesar de que no se logra evitar
completamente la formaciéon de PCA al interior del SCR, existen diferencias
significativas entre los distintos grupos y el grado de obliteracion de los tubulos
dentinarios también difiere significativamente dependiendo del irrigante intermedio
utiizado. Se sugieren estudios in vivo para determinar la influencia de
contaminacion microbiana y exudado intracanal en la efectividad de dichos

irrigantes.



55

Se recomienda ademas realizar estudios adicionales que analicen la
composicién de la capa quimica generada por la interaccion de los distintos
irrigantes y medicamentos utilizados en el protocolo endodéntico y cdmo ésta afecta

la adhesion de los materiales de sellado del canal radicular.
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10.CONCLUSIONES

A partir del presente trabajo de investigacion se puede concluir que:

1.

La utilizacion de Suero Fisiologico, Agua Destilada y Alcohol al 70% como
irrigante intermedio entre NaCIlO al 5% y la medicacion con CHX al 2% no
impide la formacion de PCA en las soluciones, pero si disminuye su

concentracion.

No existen diferencias significativas en la formaciéon de PCA en las
soluciones al comparar simultaneamente el uso de Suero Fisiolégico, Agua
Destilada y Alcohol al 70% como IRRi entre NaCIO 5% y la medicacién con
CHX 2%.

El agua destilada usada como irrigante intermedio es mas eficaz que el suero

fisiolégico en prevenir la formacion de PCA.

El grado de obliteracion de los tdbulos dentinarios es menor al utilizar agua
destilada como IRRi que al utilizar suero fisiologico.

El agua destilada como IRRi permite un mayor grado de tubulos dentinarios

no obliterados respecto del alcohol al 70%.

El suero fisiolégico usado como IRRi deja la mayor cantidad de tubulos

dentinarios obliterados en comparacién con alcohol al 70% y agua destilada.
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12. ANEXOS

ANEXO 1

PROTOCOLO DE IRRIGACION

1. Cavidad de acceso: Se realiz0 la cavidad de acceso endodontico con piedra

de alta velocidad (0.12, 0,14, 0.16) de acuerdo al tamafio de la camara pulpar
del diente, en esmalte dentario refrigerando hasta llegar a dentina. En
dentina se cort6 con fresas de carburo-tungsteno redondas de baja velocidad
de acuerdo a la anatomia del diente hasta realizar la comunicacién con la
camara pulpar. Una vez que se comunica se irriga con NaClO al 5% con
Jeringa Irrigacion Monoject 3ml + Aguja (27x1 1/4). Se continué con el
destechamiento de la camara pulpar, con con fresa Endo-Z o piedra tipo
Llama de baja velocidad recorriendo el contorno del techo de la camara
pulpar. Una vez finalizado el destechamiento, se realizara el cateterismo con
una lima K fina N° 10 o 15 graduada a dos tercios de la longitud aparente del
diente medida en la radiografia previa, irrigando durante todo el
procedimiento con NaClO al 5%. =» Recoleccion N° 1

Posteriormente, se realizaran los desgastes compensatorios que en dientes
anteriores corresponden al bisel incisal y desgaste de la convexidad palatina
y en premolares, abordan las vertientes internas de las cuspides vestibular y

palatina, con una piedra tipo llama o fresa Endo-Z de baja velocidad.

2. Preparacion de los tercios cervical y medio (Flare): Con fresas Gates-

Glidden. La secuencia utilizada se elige de acuerdo al calibre del canal en
los tercios cervical y medio. Las fresas deben graduarse a los dos tercios de
la longitud aparente del diente medido en la radiografia previa.

La secuencia para canales amplios sera 3-2-1, para canales medios sera 1-
2-1 y para canales finos sera un pre-flare con limas manuales vy
posteriormente la secuencia 1-2-1 irrigando con NaClO al 5%. =

Recoleccion N° 2
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Determinaciéon Longitud de Trabajo (LT): Se realizara introduciendo la lima

hasta que se visualice la punta de ésta a través del foramen apical. Se dejara
la punta de la lima al ras del foramen y esa longitud se definirhA como la
longitud real del diente (LRD). La longitud de trabajo (LT) sera definida a -
1mm de la LRD.

Preparacion 1/3 Apical hasta Lima Maestra (LM) irrigando con NaCIlO al 5 %

entre cada paso de lima. = Recoleccion N° 3

Retroceso (Step—Back) desde la LM hasta alcanzar el diametro de la dltima

fresa Gates Glidden utilizada al realizar el flare (en la mayoria de los casos
coincide con la fresa Gates Glidden #1 diametro #50). Con esto se consigue
unir la instrumentacion del tercio apical con la preparacién de los tercios
cervical y medio del canal (Técnica Corono-Apico-Medial). Se irrigara con
NaClO al 5 % entre cada paso de lima. = Recoleccion N°4

Secado del canal radicular con conos de papel.

Irrigacion (IRR) con suero fisiologico. Irrigar con 3 jeringas de 3 ml cada una.
= Recoleccion N°5,6y 7

Secado del canal radicular con conos de papel.

IRR con 1ml de EDTA al 10% durante 1 minuto. =» Recoleccién N° 8

Secado del canal radicular con conos de papel.

IRR con suero fisioldgico. Irrigar con 3 jeringas de 3 ml cada una.
=> Recoleccion N°9,10y 11

Secado del canal radicular con conos de papel.
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13. IRR Final y medicacion con CHX al 2%. Irrigar y medicar con 1 jeringa de 3 ml.
= Recoleccion N° 12
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ANEXO 2

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TOMA DE MUESTRAS DENTARIAS PARA PROYECTO DE INVESTIGACION

“Analisis microscopico vy quimico de la interaccion entre Hipoclorito de Sodio 5% v

Clorhexidina 2% sobre las paredes del canal radicular al utilizar distintos irrigantes

intermedios. Estudio ex vivo”

El propdsito de esta informacion es ayudarle a tomar la decision de participar,

0 Nno, en una investigacion médica.

Diego Cruz Lathrop, alumno de Odontologia que realiza su Tesis de
Pregrado en el Departamento de Odontologia Conservadora de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile, bajo la tutoria de la Dra. Alejandra
Fuenzalida Mufioz, esta realizando un estudio cuyo objetivo es medir los volumenes
de fluidos recogidos durante el tratamiento endododntico en dientes extraidos para
luego determinar el volumen y concentracion del compuesto formado entre

Hipoclorito de Sodio 5% y Clorhexidina 2%.

Todos los datos relacionados con su persona e informacién personal seran
guardados de forma confidencial. Las muestras seran almacenadas
indefinidamente, con un cédigo, hasta su utilizacién en el laboratorio para el fin
anteriormente explicado y se utilizaran Unicamente para el propdsito de esta

investigacion.
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Su participacion en esta investigacion es completamente voluntaria, sin que
su decision afecte la calidad de la atencion médica que le preste nuestra institucion.
Usted no se beneficiara econ6micamente por participar en esta investigacion y el

estudio no tendra costos para usted.

Es posible que los resultados obtenidos sean presentados en revistas y
conferencias médicas, sin embargo, su identidad e informacion personal no sera

divulgada.

Si usted desea conocer los resultados de los analisis, debera preguntarle al

alumno responsable (Nombre: Diego Cruz Lathrop; Celular: 90372659)

He leido lo anteriormente descrito, se me ha explicado el propésito de esta
investigacion médica y mis dudas han sido aclaradas. Con mi firma voluntaria de
este documento consiento a donar mis dientes extraidos para este estudio de
investigacion. Se me entregara una copia firmada de este documento y si solicito

informacion, ella me sera entregada por los investigadores.

Nombre del donante

Fecha Firma del donante

Nombre del individuo que obtiene el consentimiento Firma



69

ANEXO 3

DISPOSITIVO PARA TOMA DE MUESTRAS

El dispositivo para toma de muestras fue creado, disefiado y construido por
el Dr. Mauricio Ruiz Nolf. Los materiales de construccion usados fueron elementos
roscados de bronce (niples, conos de expansion y tees), cafieria de cobre recocido
de 3/16” de diametro, un frasco de vidrio con tapa roscable de 28 ml de capacidad,
aproximadamente 10 cm de manguera de poliamida negra de 3 mm de diametro, y

una aguja de grado medico 23G.

En la figura A se muestra el esquema del dispositivo. El vacio del eyector
en al se transmite a través de la cafieria a2 y de la tee a3 hasta el interior del
contenedor de vidrio a4. El vacio dentro del contenedor a4 se aplica sobre la
manguera de poliamida a5 hasta la aguja a6. Finalmente, el vacio se ejerce en la
punta de la aguja en a7, lo que permite la succién de los fluidos contenidos dentro
de la cavidad pulpar en direccién al frasco contenedor a4.
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ANEXO 4
PROTOCOLO DE CORTE DENTARIO PARA MICROSCOPIA

Corte dentario
1° Mantener los dientes bajo refrigeracion a 4°C hasta el momento de su corte.

2° Rellenar la Cavidad de Acceso Endodontica con algodén.

3° Emplear una pieza de mano con un disco de corte de acero diamantado de 0,2
mm de espesor para realizar un corte longitudinal incompleto en el diente (abajo,
fig 1) y en sentido vestibulo-palatino (abajo, fig 2). Mediante una hachuela de
esmalte (15-8-12, HuFriedy) provocar la fractura longitudinal (abajo, fig 3).

4° Conservar las dos mitades bajo refrigeracion a 4°C
hasta que sean procesados para microscopia (derecha, fig
4).
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ANEXO 5

Protocolo de preparacion de muestras para Microscopia de Barrido

1° Etapa de deshidratacion: sumergir cada muestra en alcoholes ascendentes de
50°,70°,95°,100° y 100° Il durante 5 minutos cada uno.

2° Etapa de secado de punto critico: colocar las muestras en el Secador de punto
critico (AUTOSAMDRI-815, SERIES A OVERVIEW) durante 45 minutos, donde la
muestra es secada para remover todas las moléculas de agua a través de CO2.

3°Etapa de Metalizado con oro: una vez secas las muestras son montadas en
portamuestras de aluminio y posteriormente se metaliza con oro en METALIZADOR
DENTON VACUMM DESK V.

4° Almacenar en capsulas Petri hasta su utilizacion.
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ANEXO 6

Protocolo de seleccidn de areas de analisis y recuento tubular

1° Analizar en MEB Jeol Modelo JSM IT300LV.

2° Seleccionar las areas de interés del canal radicular, teniendo cuidado de NO
incluir las areas de la cAmara pulpar, tabicaciones o istmos:

- De cada mitad de diente seleccionar 5 areas de 100x100 um del CANAL
radicular a diferentes alturas para un total de 10 areas. El area del canal a
evaluar comprenderda desde el limite amelo-cementario (LAC) hasta
aproximadamente el area CDC.

- En caso de raices con 2 canales
seleccionar 5 areas de 100x100
um de cada canal a diferentes
alturas en cada mitad dentaria
para un total de 20 areas. El area
del canal a evaluar comprendera
desde el area de la furca hasta
aproximadamente el area CDC.

3° Realizar el recuento sobre imagenes
en formato Tif aumentadas x850 y una rejilla con 4x4 divisiones de 25um cada una
para un area total de 100x100um (derecha). Usar los criterios:

- Abierto: tubulo dentinario totalmente abierto sin signo alguno de detritus o
depositos.

- Parcialmente ocluido: tubulo parcialmente visible. Debe consignarse el
porcentaje aproximado de oclusion (25%, 50% 6 75%).

- Totalmente ocluido: hay alguna evidencia de la presencia de un tabulo no
visible por la presencia de detritus que impiden la visualizacion de mas del
75% del tabulo.

4° Seleccionar, en la parte media del cada canal y cada mitad dentarias, un tlbulo
dentinario totalmente abierto y otro 50% ocluido. Realizar el analisis elemental con
el MEB seleccionando CI, Na, O y N. Realizar histograma y guardar en formato Tif.



