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Introduccion

La endodoncia, palabra que proviene del griego évdo: dentro; 6dwv: diente,
corresponde a la especialidad de la odontologia dedicada a extirpar la pulpa dental
vital 0 necrética para su posterior reemplazo con un material obturador. Este
procedimiento se divide en varias etapas, dentro de éstas, la limpieza y conformacion
que es de gran relevancia e importancia clinica. Dicha etapa se caracteriza por la
remocién del contenido organico e inorganico del sistema de conductos radiculares
(SCR).

En los ultimos afios, y con el desarrollo de la tecnologia que ha ocurrido
durante los mismos, se han desarrollado diferentes investigaciones con el fin de
optimizar los tratamientos que realizamos en nuestros pacientes. Con respecto a lo
gue a endodoncia se refiere, no solo se ha facilitado la mecéanica del tratamiento
sino que ademas, se ha logrado mejorar el prondstico final de supervivencia de los
casos tratados.

La limpieza y conformacion del sistema de conductos radiculares es uno de
los factores predictores del éxito mas importantes dentro de la endodoncia, dicho
procedimiento comprende la eliminacién del tejido pulpar, el detritus dentinario y de
los microorganismos infecciosos; cualquier falta en el procedimiento anterior podria
derivar en el fracaso del tratamiento por reinfeccion, debido a lo anterior, se han
incorporado nuevas técnicas e instrumentos cuyo objetivo primordial es permitir
debridar de forma mecanica el sistema de conductos radiculares durante la etapa de
la Preparacion Biomecanica (PBM), sin embargo, la anatomia del sistema de
conductos es compleja, y tiene sectores donde es imposible realizar la correcta
eliminacién mecéanica de los tejidos infectados, por este motivo la irrigacion adquiere
un rol fundamental en los procedimientos endodonticos, ya que el agente irrigante
debe ser capaz de penetrar en los lugares donde la instrumentacién mecanica fue
ineficiente, ademas de brindar otros beneficios al tratamiento como es la limpieza por
arrastre, lubricacion y disolucién del tejido organico; convirtiendo asi la PBM en una
preparacion mas bien quimico-mecanica.

A través del tiempo se han utilizado mdultiples agentes irrigantes, la
disponibilidad de ellos en el mercado, asi como las caracteristicas diferenciales que
estos presentan han hecho necesario estudiar e investigar las caracteristicas y
propiedades que tienen en lo particular. En general, se busca que los quimicos
utilizados como irrigantes cumplan con las siguientes caracteristicas ideales:

e Antimicrobiano de amplio espectro.



e Alta eficacia contra anaerobios y anaerobios facultativos organizados en
biopeliculas.
Solvente de tejidos como restos necraticos de la pulpa.
Habilidad para inactivar endotoxinas bacterianas.
Capacidad de prevenir la formacion de barro dentinario o disolverlo en caso de
gue se generara.

e Biocompatible.

Dado que ningun irrigante disponible en la actualidad cumple con todos los
requisitos expresados anteriormente, se han creado protocolos de irrigacion basados
en el sinergismo entre los diferentes compuestos quimicos, intentando con esto
mejorar la efectividad de los irrigantes. No obstante lo anterior, es necesario tener en
cuenta que cualquier uso de componentes quimicos en el mismo sistema pudiera
generar reacciones nocivas o de inactivacidbn que terminarian, en ultimo caso,
disminuyendo o anulando el efecto benéfico de los irrigantes, es por esta razén que
se hace necesario indagar mas sobre las posibles interacciones quimicas y
subproductos que puedan afectar el éxito de nuestros tratamientos. Ya existen
estudios donde se investigaron estas interacciones quimicas donde algunos autores
describen la formacion de paracloroanilina (PCA) compuesto téxico reconocido por la
Agencia internacional para la investigacion del Cancer (IARC), como
potencialmente carcinogénico para los humanos ®. Pero no todos los trabajos al
respecto han sido capaces de detectarla, es por ello que cabe preguntarnos
¢existiran compuestos téxicos como PCA en las interacciones quimicas de los
irrigantes utilizados en la catedra de endodoncia de la Universidad de Valparaiso?



Marco tedrico

1.- Dinamica de los fluidos

La accién combinada de los instrumentos endodonticos con la irrigacién busca
remover restos organicos, inorganicos, microorganismos y los subproductos del
sistema de conductos radiculares para dar la forma definitiva previa a la obturacion
@) Para comprender mejor las propiedades de los irrigantes, es necesario precisar
gue todos los irrigantes utilizados en endodoncia son sustancias liquidas que siguen
las mismas leyes fisicas que cualquier liquido no compresible. Los fluidos no
compresibles, como es el caso de los liquidos en un sistema cerrado tienden a
generar dos tipos de movimiento que denominaremos flujos que en esta situacion,
puede ser laminar o turbulento. Entenderemos por laminar cuando las particulas del
liguido se mueven de forma paralela entre si y turbulento cuando las particulas
pierden este orden (fig.1). Dado que las paredes de los conductos, en nuestro caso
el contenedor, no son completamente lisas se mezclan estos dos flujos lo cual es
muy beneficioso ya que genera mayor limpieza por remocion mecanica.
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Figura 1: Representacion de Flujos ©.



2.-Aspectos quimicos de los irrigantes

Los irrigantes endoddnticos son disoluciones liquidas, que corresponden a
mezclas homogéneas de dos o mas sustancias donde el soluto es el que se
encuentra en menor cantidad y el solvente en mayor cantidad. La solubilidad es un
concepto que relaciona ambos, se define como maxima cantidad de un soluto que se
puede disolver en una determinada cantidad de disolvente a una temperatura
especifica .

La solubilidad de un soluto puede ser clasificada en soluble o insoluble. En el
caso de este ultimo el producto insoluble es denominado precipitado.

Las sustancias pueden interactuar para formar una o mas sustancias nuevas
fenbmeno conocido como reaccién quimica, dentro de éstas se encuentran las
reacciones en disolucion acuosa que corresponde a aquellas que ocurren en un
medio acuoso, las cuales son de nuestro interés ya que son las que podrian ocurrir
en las combinaciones de los irrigantes endodoénticos. Podemos clasificarlas en tres
tipos:

e Reacciones de Precipitacion: Se caracteriza por la formacién de un producto
insoluble o precipitado que es un sélido que se separa de la disolucién, en
general en este tipo de reacciones participan compuestos iénicos.

e Reacciones Acido-Base: Corresponde a la donacion de protones que se
efectla entre un &cido quien dona protones y una base que es capaz de
aceptarlos.

e Reacciones de Oxidacion-Reduccién o Redox: es aquella donde existe un
intercambio de electrones considerando aquel que dona como agente reductor
y quien los acepta como agente oxidante, este tipo de reaccién no solo
ocurren en medios acuosos “.

3.- Irrigantes Endodoénticos

3.1 Hipoclorito de Sodio

Corresponde al irrigante mas popular y Patron de oro en la Endodoncia. Se
utiliza en variadas concentraciones siendo los mas comunes 2.6% y 5.25%. Hay
variados estudios donde se discute la concentracion ideal para lograr una
desinfeccion optima del sistema de conductos radiculares, siendo el segundo el mas
efectivo contra E. Faecalis ©.



A pesar de su popularidad, el hipoclorito ha demostrado ser tremendamente
citotoxico, Al tomar contacto con tejido vital causa hemodlisis, necrosis, ulceracion,
inhibe migracion de neutrofilos dafia endotelio y fibroblastos. Por ende se debe tener
especial cuidado durante su utilizacion para evitar la extrusion de este irrigante hacia
el tejido periapical.

La reaccion se describe en el siguiente esquema:
NaOCl + H,O < NaOH + HOCI < Nat+ + OH- + H+ + OCI-
NaOCI + H,0 < NaOH + HOCI «» Na" + OH + H" + OCI

El 4cido Hipocloroso (HOCL") se mezcla con tejido organico actuando como
solvente y libera cloro, que se combina con el grupo amino formando cloraminas. El
acido hipocloroso y el ion hipoclorito (OCL") provocan la degradacién e hidrdlisis de
aminoacidos. La accion solvente del hipoclorito en el sistema de conductos se debe a
la disolucion del colageno que causa la degradacion de la dentina, ya que al
romperse las uniones entre atomos de carbono conlleva la desorganizacion de la
estructura proteica primaria, esta caracteristica esta fuertemente influenciada por el
pH, ya que en circunstancias, donde este baja, tiende a volatilizarse en gas cloro
perdiendo la capacidad de disolucion ©.

Desventajas del uso de hipoclorito

Corrosion de los materiales
Posibles extrusion

No Aprobado FDA
Altamente irritante
Citotoxico

3.2 EDTA: Acido EtilenDiaminoTetraAcético

El EDTA corresponde a un quelante, esto quiere decir, que tiene una gran
capacidad de fijar con firmeza iones metélicos, y se ha comprobado que tiene alta
afinidad con el calcio, de esta manera desmineraliza la dentina *).

Durante la Preparacion Biomecanica se produce una capa de 2-5 um de
detritus denominada Smear Layer. Esta capa se compone por tejido necraotico,
microorganismo Yy limalla dentinaria. El EDTA debido a sus propiedades y su
mecanismo de accion se utiliza para la remocion del Smear Layer actuando mediante
la descalcificacién de la hidroxiapatita causando desmineralizacion de la dentina
radicular.



Dado que el EDTA actia sobre la matriz inorgénica, es incapaz de eliminar en
su totalidad el barro dentinario y debe utilizarse en combinacion con un proteolitico
como el Hipoclorito de Sodio para lograr eliminar la matriz organica y asi
permeabilizar los tibulos dentinarios ©.

El EDTA se utiliza a una concentracion del 17% y varios protocolos
recomiendan su uso por maximo un minuto para remover efectivamente el smear
layer pero a la vez evitando una descalcificacion exagerada de la dentina, sin
embargo nuevos estudios demuestran que este tiempo es insuficiente para la
eliminacién total de la capa de detritus y que es necesario su uso por minimo 3
minutos, siendo los 7 minutos donde se logra la remocion completa del barro
dentinario permeabilizando completamente los tubulos con poca o nada de alteracion
de la dentina ©.

Desventajas de EDTA

e Discutida toxicidad al tejido periapical
e Posibilidad de descalcificacion severa de la dentina
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Figura 2: Estructura EDTA @9,

3.3 Clorhexidina

Corresponde a un compuesto bisguanido su mecanismo de accién es a nivel
de la membrana celulares de las bacterias ya que interactia con los fosfolipidos y
lipopolisacéaridos alterando el equilibrio osmaético. Es usado en concentraciones entre
0.1% al 2% siendo esta ultima la mas utilizada como alternativa o en forma alternada
con el Hipoclorito de Sodio, pero con la desventaja que este irrigante es incapaz de
disolver materia organica ™.



Dentro de las principales propiedades de la Clorhexidina se destaca, la
Sustantividad, liberacion sostenida del componente activo de una sustancia, la cual
depende de la concentracion de clorhexidina y el tiempo presente en el diente. Es un
compuesto antimicrobiano de amplio espectro que trabaja de manera optima a un pH
5.5. Estudios han comprobado su eficacia contra Enterococos Faecalis ©.

Desventajas

e No disuelve tejidos
e Se inactiva en presencia de sangre
e Tincion dentaria

cl .
NH  NH;
,U\ A ANH_NH__NH
NH NH  NH m/ \[r
NH; NH
cl

Figura 3: Estructura de la Clorhexidina ®?.

3.4 Agua destilada

Corresponde a agua purificada por destilacion de manera que se eliminan
sales disueltas y otros compuestos 2.

Desventajas

e Solo limpia por efecto de arrastre
e No posee efecto antibacteriano ni disolucion de tejido

3.5 Suero fisiolégico

Solucion de cloruro sédico hipertonico. En endodoncia es utilizado para
controlar hemorragia durante biopulpectomias y también como agente de limpieza
entre el uso de distintos irrigates.

Ha sido recomendado por pocos investigadores, como un liquido irrigador que

minimiza la irritacion y la inflamacion de los tejidos. En concentracion isotonica, la
solucién salina no produce dafios conocidos en el tejido 2.



Desventajas

e No posee efecto antibacteriano y de disolucion de tejido
e Se contamina facilmente

e Depende solo del efecto mecanico

4.- Activacion de Irrigantes

La irrigacion endoddntica convencional (con jeringas) ha sido ampliamente
aceptada en la comunidad odontolégica como un método eficiente de irrigacion, pese
a que se ha demostrado que los irrigantes llevados a los conductos por este medio,
avanzan solo 1 mm mas alla de la punta de la jeringa dificultando la irrigacion . Es
por ello que se han propuesto diferentes técnicas de activacion de los irrigantes.
Dentro de estas técnicas se incluyen: la activacion con conos de gutapercha, laser,
cepillos, técnica de irrigacién con presion negativa y dispositivos de ultrasonidos .
Debido a que es la mas utilizada y estudiada, nuestro estudio se enfocara en la
activacion ultrasonica.

En el caso de irrigacion convencional con jeringas, el flujo de las moléculas del
irrigante, hacia su objetivo es principalmente mediante el principio de difusion, donde
el movimiento e interaccién depende netamente del gradiente de concentracion y de
la temperatura. Mientras que en la irrigacion activada, se genera movimiento del
irrigante, produciendo un flujo continuo de moléculas denominado principio de
conveccion, este provoca no solo un aumento de la velocidad de interaccion, sino
también una mejora en su eficiencia ‘®. Esto provoca una mejor remocién de detritus
sobre las paredes del sistema de conductos radiculares.

En las publicaciones sobre la utilizacién del ultrasonido para activar el
irrigante, la frecuencia de este varia entre los 25-45 kHz durante 1 min a 3 min con
dispositivos piezoeléctricos. Al utilizar este método se generan dos fendmenos: el
Streaming acustico, que es el movimiento del fluido en forma de vortice alrededor del
instrumento y la cavitacién, que corresponde a la formacion de burbujas de aire,
producto de los movimientos oscilantes que al colapsar y explotar, generan presion y
calor de manera localizada. Se ha determinado también que al utilizar este método
de activacion aumenta la temperatura de la solucion, lo cual provoca un aumento en
la energia cinética de sus moléculas, las cuales contactaran mas rapido y producira
su efecto en un tiempo menor. Se ha descrito aumentos hasta de 10°C 7.

Estos fendmenos ayudardn al debridamiento de la materia organica e
inorganica, ademas de aumentar la eliminacién de bacterias encontradas dentro del
sistema de conductos radiculares ™.



Dentro del apartado de activacion de forma ultrasénica, surge el término
irrigacion pasiva ultrasonica (PUI, siglas en inglés). Denominado asi por el hecho de
que su uso se limita a ciclos cortos y no varia la morfologia de las paredes del
conducto, aunque entre en contacto con ellas. Consiste en transmitir la energia de su
punta inactiva al irrigante que es el que realmente trabaja. Es por ello que se lleva a
cabo luego de terminar la conformacion del sistema de conductos 9.

5.- Interacciones entre los Irrigantes

En general las soluciones irrigantes al ser introducidas en el sistema de
conductos no son eliminadas en su totalidad, siempre quedan residuos y como
resultado de esto se combinan los irrigantes en su interior, formando subproductos
los cuales pueden ser precipitados que pueden ocluir los tubulos dentinarios
formando barreras entre el material obturador y la superficie dentinaria, aumentando
de esta forma el riesgo de infiltracion coronal (o apical) y/o ser toxicos para el
organismo °.

En los estudios realizados sobre el tema se han utilizados espectrémetro de
masas, cromatografia de gases espectrofotometria y espectroscopia por resonancia
nuclear magnética ?°2Y,

5.1 Interaccion entre NaOCIl y Clorhexidina

En esta combinacion Kuruvilla sugiere que el efecto antimicrobiano del NaOCL
y de la Clorhexidina usados de forma alternada es mejor que, cuando cada irrigante
es usado por si solo. El protocolo sugerido es, utilizar el NaOCI durante la
instrumentacién y luego se utiliza el CHX como irrigacién final 2. Sin embargo la
presencia de NaOCI en el conducto durante la irrigacion con CHX produce una
reaccion que genera un precipitada densa de color café anaranjado de caracter
insoluble. Algunos autores describen la presencia de un compuesto toxico en la
mezcla denominado Paracloroanilina.

Paracloroanilina

La Paracloroanilina corresponde a un compuesto NaCgH4Cl téxico reconocido
por la Agencia internacional para la investigacion del Cancer (IARC), como
potencialmente carcinogénico para los humanos®”). Que ha demostrado nefro y
hepatotoxicidad y posiblemente genotéxica ©®?, contiene iones Ca, Fe, Mg, que
oxidan facilmente formando floculos de color café independiente de las
concentraciones de los irrigantes utilizados®?.

Esta descrito que se forma mediante la reaccién acido base entre el NaOCL y
CHX, Formando NaCgH4Cl. La formacion de este subproducto también se explica

9



porque la clorhexidina es un &acido dicationico, con la habilidad de donar los protones.
NaOCI es alcalino con la capacidad de aceptar los protones desde la CHX. Este
intercambio de protones resulta en el precitado “%.

Si varian las concentraciones de los irrigantes cambia la intensidad o
saturacion del color del precipitado observado 2.

Ademas esta reaccion cubre la superficie del canal ocluyendo
significativamente los tabulos dentinarios afectando la medicacion y sellado del
conducto radicular y ademas su color podria afectar la estética®.

Pese a lo expuesto anteriormente se han encontrado estudios donde este
subproducto no es formado ?°%52°)y otro donde sospecho de su presencia en bajas
cantidades en la mezcla CHX-EDTA @9,

5.2 Interaccion entre NaOCL y EDTA

Al combinarlos, el EDTA afecta la capacidad de disolucion de tejido organico
del Hipoclorito, ya que no hay Clorina libre en esta combinacién, por lo que muchos
investigadores han recomendado su uso por separado, en un régimen alternado, en
donde se recomienda usar copiosas cantidades de NaOCI al final, para eliminar los
remanentes del EDTA @7,

Es un tipo de reaccion redox, siendo el grupo oxidado el Hipoclorito, en ella
ocurre un burbujeo que es evidencia de la reaccién exotérmica, y el gas evaporado
es gas de cloro y oxigeno no viéndose afectadas las propiedades del EDTA ¢,

5.3 Interaccion entre EDTA y Clorhexidina

Como resultado de esta mezcla se produce una reaccion redox donde la
clorhexidina se oxida, y se forma un precipitado blanco lechoso donde el 90%
corresponde a la mezcla y menos de un 1% a paracloroanilina, que no todos los
estudios lo detectan, es decir, no se degrada pero las repercusiones clinicas son
desconocidas ©%19.

Aln se desconocen qué repercusiones clinicas, ya que no hay evidencia de
cuanto de este precipitado se adhiere a la dentina radicular, y si podria o no afectar
en el sellado apical ‘2.

5.4 Interaccion entre Clorhexidina y Suero Fisiolégico

En estudios recientes se ha demostrado que la combinacion de estos
produciria un precipitado de sal .

10



6. Aplicacion de Quimica analitica para la deteccion de moléculas mediante
espectrometria de masas

En Endodoncia durante la etapa de irrigaciébn, pueden ocurrir varias
interacciones a nivel molecular, que a simple vista se visualiza como la formacion de
gases y/o precipitado sélido. Este ultimo puede contener compuestos que afecten de
manera negativa al pronéstico de tratamiento o bien producir efectos nocivos sobre
los tejidos biolégicos del paciente.

Para determinar exactamente estos compuestos del precipitado se recurre a la
guimica analitica. Esta area utilizan variadas técnicas e instrumentos para la
deteccidn de los compuestos de los subproductos.

El método mas exacto para determinar composiciones moleculares,
corresponde a la espectrometria de masas. Funciona mediante un bombardeo con
un haz de electrones de alta energia a la muestra a estudiar, la cual se encuentra en
estado gaseoso . Las colisiones entre los electrones y los moléculas que componen
la muestra en estado gaseoso producen iones positivos en forma de aducto que es
una especie quimica cuyas entidades moleculares estan formadas por combinacién
directa de de dos entidades moleculares separadas, de manera tal que hay un
cambio de uniones pero no de atomos ®. Posteriormente cada ion positivo, de masa
m y carga z (m/z) es acelerado al pasar entre dos placas con cargas opuestas. Los
iones acelerados son separados y desviados por un iman.

El radio de la trayectoria depende de la relacion entre la masa y la carga. Los
iones con menor relacidbn masa/carga describen una curva con mayor radio que los
iones que tienen una relacion mayor, de manera que se pueden separar los iones de
cargas iguales pero de distintas masas. La masa de cada ion o molécula original se
determina por la magnitud de su desviacién .

Placa
Carion de aceleradora

electrones
E lones mas pesados

~4/ 0D -

TR N

Muestra + Iman

Haz de iones
positivos

Figura 4: Espectrémetro de masas ©.

lones mas ligeros
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Un espectro de masas es producido por la separacion de estos iones en el
espectrometro de masas con respecto a la relacibn m/z, de esta manera se puede
detectar la proporcion de cada espectro en relacion a su abundancia en la muestra.
Los espectros de masas generados del andlisis de una muestra son representado
mediante gréaficos, donde el peak mas alto denominado peak de base corresponde a
la molécula del subproducto encontrada en mayor cantidad. A este se le asocia de
manera arbitraria un 100% de abundancia relativa. La abundancia de los otros peaks
més pequefios son determinado de manera proporcional al peak de base .

En el gréfico el eje x representa la relacion masa carga de cada espectro de
masa y es denominado m/z. El eje y corresponde a la intensidad de la carga, que
guarda directa relacion con la cantidad del ion presente en la muestra.

100 4

CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,
57

hase peak

B0

&0

40

Relative Intensity / %

20

Figura 5: Grafico espectrometro de masas ©V.

Existen variados modelos de espectrometros, pero todos tienen los mismos
elementos:

Entrada de muestra

Fuente de iones

Analizador de masas

Detector

Sistema de procesador de datos

akrwbdPE

Q1 Q2 Q3

fisit | ) L L
(i

llllllllllll

Figura 6: espectrémetro 3200 QTRAP® ¢?

Dentro de los espectrémetros de masa usados en Chile, encontramos el 3200
QTRAP® LC/MS/MS. Este instrumento tiene adosada la funcion de utilizacion de
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cromatografia liquida (LC) y 3 quadrupolos como analizadores de masa en tandem
(MS/MS). Sin embargo su uso depende del objetivo de los estudios a realizar (32)

El limite de deteccién del instrumento, depende de la abundancia de los iones
de la muestra a mayor abundancia, mayor intensidad de la sefial y de esta manera
se logra aumentar el limite de deteccidén en algunos casos hasta niveles de attomoles
(108 mol).

Como todo instrumento de deteccién o medicion, el espectrometro también es
susceptible a error. Estos errores pueden ser de orden externa al instrumento que se
minimizan aumentando el nimero de la misma muestra, como errores de calculo en
las medidas de las muestras o de su manejo en el espectrometro.

Otros errores que ocurren con minima frecuencia son aquellos que pueden
estar asociadas al funcionamiento del instrumento en si. Por razones estadisticas
cada intensidad de sefial lleva consigo un pequefio error intrinseco. Este error es
inversamente proporcional a la raiz cuadrada del nimero de iones detectados en esa
sefal. Existen mas fuentes de error asociada al espectrémetro de masas, pero todas
sin incluir el error minimo estadistico son manejadas con el método interno
estandarizado, el cual genera una curva de calibracion utilizando moléculas con
propiedades similares a las que se quieren detectar previo al estudio ©?.
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Objetivos e Hipotesis
1.-Objetivo General

Detectar presencia de paracloroanilina en los compuestos del precipitado de los
subproductos resultantes de variadas mezclas binarias, activadas mediante
ultrasonido, de diferentes soluciones definidas como irrigantes intraconducto por la
catedra de Endodoncia de la Universidad de Valparaiso.

2.-Objetivo especifico

e Observar formacién de precipitado sélido, producto de la interaccion quimica,
entre las mezclas binarias activadas de forma ultrasénica formadas entre
Hipoclorito de Sodio al 5%, EDTA 10%, Suero fisiologico 0,9%, Clorhexidina
2% y Agua Destilada.

e Describir caracteristicas fisicas del precipitado solido de las soluciones
creadas entre las mezclas binarias activadas de forma ultrasonica formadas
entre Hipoclorito de Sodio al 5%, EDTA 10%, Suero fisiologico 0,9%,
Clorhexidina 2% y Agua Destilada.

e Identificar los compuestos del subproducto en aquellas interacciones donde se
forme precipitado soélido entre las mezclas binarias activadas de forma
ultrasonica formadas entre Hipoclorito de Sodio al 5%, EDTA 10%, Suero
fisiologico 0,9%, Clorhexidina 2% y Agua Destilada.

e Detectar presencia de Paracloroanilina en las mezclas binarias activadas de
forma ultrasonica.

3.-Hipotesis

Existe formacion de compuestos toxico tal como la paracloroanilina en la
mezcla binaria del Hipoclorito de Sodio 5% con la Clorhexidina al 2% no asi en el
resto de las mezclas.
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Materiales y métodos
1.-Disefio de la investigacion:

En esta investigacion el disefio es experimental in vitro, donde la variables a
manipular son las interacciones entre los irrigantes activados, para observar las
reacciones y subproductos producto de ellas.

Se eligio este tipo de estudio, porque es inviable realizar un estudio de quimica
analitica in vivo.

2.-Muestra/Universo:

El universo corresponde a todos las posibles mezclas entre los diversos irrigantes
utilizados en la Céatedra de Endodoncia de la Escuela de Odontologia de la
Universidad de Valparaiso. Para determinar la muestra se elaboran mezclas binarias
entre todos los irrigantes a estudiar. Se decide realizar triplicado (n=3) de las mezclas
por los protocolos de quimica analitica para optimizar la seguridad del estudio.

Para determinar la muestra se elaboran mezclas binarias entre todos los
irrigantes a estudiar (ver Tabla I). Se decide realizar triplicado (n=3) de las mezclas
por los protocolos de quimica analitica para optimizar la seguridad del estudio.

Mezcla Solucion 1 Solucion 2

1 Hipoclorito de sodio 5% EDTA 17 %

2 Hipoclorito de sodio 5% Clorhexidina 2 %

3 Hipoclorito de sodio 5% Cloruro de sodio 0,9 %
4 Hipoclorito de sodio 5% Agua destilada

5 EDTA 10 % Clorhexidina 2 %

6 EDTA 10 % Cloruro de sodio 0,9 %
7 EDTA 10 % Agua destilala

8 Clorhexidina 2% Cloruro de sodio 0,9 %
9 Clorhexidina 2% Agua destilada

10 EDTA 10 % Agua bidestilada

11 Hipoclorito de sodio 5% Agua bidestilada

12 Clorhexidina 2% Agua bidestilada

Tabla I: Composicion mezclas binarias
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3.-Variables:

Variable Tipo

Mezclas Binarias Cualitativa Nominal Independiente
Formacion de precipitado sélido Cualitativa Dicotémico Dependiente
C,a AR fisiEs el piselplisee Cualitativa Nominal Dependiente
solido

Compuesto del subproducto Cualitativa Nominal Dependiente
Presencia de Paracloroanilina Cualitativa Dicotémico Dependiente

Tabla Il: Variables

Definiciones Conceptuales y operacionales:

3.1 Mezcla Binaria

Definicién Conceptual: Agregacion o incoroporacion de dos sustancias o
cuerpos entre si.

Definicién Operacional: Agrupacion de dos irrigantes endodonticos de
manera in vitro (Tabla 1).

3.2 Formacién de precipitado sélido

Definicién Conceptual: Sedimentacion de un material sélido de una

disolucién liquida 2.

Definicion Operacional: Presencia o ausencia de precipitado en la mezcla
binaria, bajo el método ojo desnudo, graficado en una tabla dicotomica de la
forma presencia si/no.

3.3 Caracteristica fisica del precipitado sélido

Definicion Conceptual: Corresponde a las cualidades propias del sélido (28).

Definicion Operacional: Color del precipitado de las mezclas

3.4 Compuesto del subproducto

Definicion Conceptual: Producto secundario o incidental, generalmente til y
comercializable, derivado de un proceso de manufactura o reaccion quimica,
gue no es el producto primario o el servicio que se produce.
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Definicion Operacional: Producto(s) secundario(s) diferente a los utilizados
originalmente, generado posterior a la interaccion fisico-quimica y activacion
ultrasonica de las mezclas binarias, que se identifica a nivel molecular a través
del andlisis del espectrometro de masas.

3.5 Presencia de Paracloroanilina

Definicion Conceptual: Es un compuesto NaCgH4Cl toxico reconocido por la
Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer (IARC), como
potencialmente carcinogénico para los humanos @.

Definicion Operacional: Que en el grafico de analisis se detecte el espectro
de masa de 128,3 uma coincidente con la molécula paracloroanalina.

4.- Muestra

Se obtuvieron 12 mezclas binarias que fueron triplicadas (n=3) entre los irrigantes
comerciales comunmente usados en endodoncia: hipoclorito de sodio 5%, EDTA
10% (alfa dental), clorhexidina 2% (Villevie) y suero fisiolégico 0,9 % (Sanderson),
ademas de agua destilada(Sanderson) y bidestilada.

Para realizar las mezclas se tom6 una alicuota de 1 ml de la solucién 1 y se
mezclé con 1 ml de la solucion 2 en un tubo de centrifuga de 15 ml (proporcién 1:1)
para dar un volumen final de 2 ml.

5.-Procedimiento Metodolégico

Una vez realizadas las 12 mezclas (n=3) cada mezcla fue agitada en un vortex
digital por 5 minutos, se dejo reposar por 5 minutos y se observo la presencia de
precipitados en cada uno de los tubos, a continuacion los tubos fueron centrifugados
por 5 minutos a 5.000 r.p.m.

En los tubos donde se observd la presencia de precipitado se descartd el
sobrenadante y se solubilizé cada precipitado formado en 2 mL de una solucién de
acetonitrilo + agua con 0,1 % de acido formico (vehiculo para ingresar las muestras
liquidas al espectrometro de masas). Se llevé a bafio de ultrasonido continuo por 5
minutos para optimizar y completar el proceso de disolucion, a continuacion se
centrifugaron las muestras a 5.000 r.p.m, cada sobrenadante se filtr6 por membrana
de 0,22 um y se procedi6 a su analisis instrumental por espectrometria de masas

Para descartar la presencia de interferentes y contaminantes en la zona de
monitoreo de masas se realizé una infusion de la solucidon. Entre muestras fue lavado
el sistema con la solucion del vehiculo de infusion.
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El estudio se llevé a cabo por el quimico analitico Luis Roa Marin en el laboratorio
de cromatografia avnzada SGS

Anédlisis instrumental

Cada una de las muestras donde se observo la presencia de precipitado e
independientemente si pudo ser solubilizado fue analizado el sobrenadante (vehiculo
de infusion) por espectrometria de masas. La condiciones de la fuente de iones del
espectrometro fueron: un voltaje de capilar de 3500 Volt, una temperatura de 100 °
C, gases auxiliares GS1 y GS2 ambos en 20 unidades arbitrarias. La bomba de
infusion se fijé a un flujo de 25 pL/ min. La coleccién de datos fue realizada en el
intervalo de masas de entre 90 a 1000 m/z, en modo MCA colectando 10 espectros
de masas sucesivos y aditivos.

Anélisis Estadistico

Este fue realizado por el software Analyst 1.5 propio del instrumento
(Espectrémetro de masas 3200 Qtrap LC-MS/MS), que procesa e interpreta los datos
cualitativa/cuantitativamente de manera simultdnea. Tiene la facultad de transformar
las intensidades de los iones a datos que pueden ser analizados, tabulados y
visualizados en gréficos para cada muestra ingresada.

6.- Aprobacion Comité de Bioseguridad

El presente estudio fue aprobado por el comité de bioseguridad de la Universidad de
Valparaiso
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Resultados

1.- Descripcion fisica de las interacciones de las mezclas binarias posterior
activacion por ultrasonido.

En la tabla a continuacién se muestra que la solucion del tubo N°2 de Hipoclorito de
Sodio 5% con Clorhexidina 2% forma un precipitado de color pardo intenso, y que las
soluciones del tubo N° 5y 8 de Clorhexidina 2% con EDTA 10% y Clorhexidina 2%
con Cloruro de sodio 0,9% respectivamente, forman un precipitado blanco de
caracteristicas no idénticas.

Mezcla

10
11

12

Solucién 1

Hipoclorito de sodio 5%

Hipoclorito de sodio 5%

Hipoclorito de sodio 5%
Hipoclorito de sodio 5%
EDTA 10%

EDTA 10%

EDTA 10%
Clorhexidina 2%
Clorhexidina 2%

EDTA 10%

Hipoclorito de sodio 5%

Clorhexidina 2%

Solucién 2

EDTA 10%
Clorhexidina 2%
Cloruro de sodio 0,9%
Agua Destilada
Clorhexidina 2%
Cloruro de sodio 0,9%
Agua Destilada
Cloruro de sodio 0,9%
Agua Destilada

Agua Bidestilada
Agua Bidestilada

Agua Bidestilada

Cambios fisicos
observados

Sin cambio
Precipitado pardo
Sin cambio

Sin cambio
Precipitado blanco
Sin cambio

Sin cambio
Precipitado blanco
Sin Cambio

Sin Cambio

Sin Cambio

Sin Cambio

Tabla Ill: Cambios fisicos obtenidos de la interaccién quimica de las mezclas binarias
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2.-ldentificaciéon de compuestos moleculares presentes en los precipitados
solidos de las mezclas Binarias n°2; 5y 8 mediante espectrometria de masas

En el grafico 1 se observa el espectro de masas del vehiculo o medio de

infusion. No se observa la presencia de especies moleculares atribuibles a los
productos formados principalmente por precipitacion y reacciones redox en el
intervalo de masas entre 90 a 1000 m/z.

s

a)

b)

| Figura 7: Aspecto visual de las reacciones de (2)
' | Hipoclorito de sodio 5%, CHX 2%(5) CHX 2%,
i 2' EDTA 10% (8) CHX 2%, Cloruro de sodio 0,9%

Mezcla n°2 correspondiente a la interaccién entre Hipoclorito de sodio 5% y
Clorhexidina 2%.

Se identifican tres productos de formaciéon en la mezcla N°2 que es posible
detectar en el espectrometro bajo la forma de aductos [M+H]",
correspondientes a las relaciéon m/z en los intervalos 537-441, 573-577 y 607-
609 de férmulas moleculares: C22H30N10C|3+l, C22H29N10C|4+1 Yy C22H30N10C|5+1,
que incluye en su estructura 1, 2 y 3 atomos de cloro respecto a la molécula
de clorhexidina. No es posible detectar paracloranilina (gréfico 2).

Mezcla n°5 correspondiente a la interaccion entre Clorhexidina 2% y EDTA
10%.

Se identifican espectros de masas de 540 a 546 que corresponden a especies
moleculares de formula CxH3:N1oCls™. Ademas de especies entre 797,6 a
800,6 y 819 a 822,6, que corresponden a aductos de la forma [M+H]", en el
primer caso formado entre una molécula de clorhexidina y una molécula de
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EDTA y la segunda donde ademas se le suma una molécula de sodio.
También se detectd el espectro de masa de 128,3 coincidente con la molécula
paracloroanalina (grafico 3).

Mezcla n°8 correspondiente a la interaccion entre Clorhexidina 2% y cloruro
de sodio 0,9%

Se identificd principalmente dos especies moleculares CyH3iNioCls™ y
C2.H30N10ClsNa™ correspondientes especies con masas de 540 a 546 y 663 a
665, respectivamente, siendo los aductos de las formas [M+H]" y [MNa+H]",
esta ultima especie ademas la compone un &tomo de sodio quien transfiere su
masa y no su carga (el que transfiere la carga es el proton). Ademas se
detecta la molécula de paracloranilina de espectro de masa 128,3 uma
(grafico 4).
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Discusion

La etapa de irrigacion, es clave en el tratamiento endodontico, por lo que debe
tener protocolos clinicos basados en la evidencia cientifica actualizada, para evitar
combinaciones de sustancias quimicas que presenten precipitados con subproductos
perjudiciales para el éxito del tratamiento y la salud de nuestros pacientes. En cuanto
a la eleccion del irrigante, el patron de oro durante la preparacion quimico mecanica
sigue siendo el Hipoclorito de sodio ®, sin embargo el uso de la Clorhexidina se ha
establecido como una alternativa viable por su poder antimicrobiano de amplio
espectro, biocompatibilidad y sustantividad ©2.

Dentro de la practica clinica, durante el uso de los irrigantes dentro del
Sistema de conductos radiculares (SCR) a pesar de no ingresarlos de manera
simultdnea es posible la combinacion intraconducto de estos, generando reacciones
quimicas, es por ello que en los protocolos de irrigacion se utilizan soluciones
liguidas intermedias de apariencia quimicamente inertes (suero fisiolégico o el agua
destilada) para eliminar los residuos de los irrigantes del SCR previo a la introduccién
de un nuevo irrigante al mismo®? 39,

En este estudio se observd la formacion de precipitado al realizar mezclas
binarias de irrigantes endodonticos. De los resultados obtenidos de las 12 muestras
hubo tres en donde se generd un precipitado insoluble. Estas tres incluian
Clorhexidina como uno de sus componentes. Esto podria explicarse porque es un
acido dicationico de pH 5.5-6.0 con la habilidad de donar protones. Sin embargo,
esta reaccion acido-base ocurre sélo en la mezcla binaria entre CHX e Hipoclorito de
sodio.

En el caso de las mezclas de CHX/EDTA y CHX/ Suero la reaccion producida
es de tipo Redox, donde el intercambio de electrones genera la formacion de sales
insolubles que decantan formando un precipitado blanco lechoso. Estos resultados
son concordantes con lo descrito por Prado et al (20) y Rossi Fedele et al (6).

Pese a que en estas tres mezclas hay formacion de precipitado, el que tiene
mayor relevancia clinica es aquella generado entre CHX/Suero, ya que es una
mezcla comunmente utilizada. La presencia de este precipitado podria indicar que el
objetivo que se busca de la limpieza del SCR al utilizar el suero posterior a la
irrigacion con CHX, no se esta cumpliendo debido a que la reaccién generada entre
ambos provoca este precipitado que se podria acumular en el fondo del conducto y
en los tubulos dentinarios, taponando el primero o interferiendo en la limpieza
guimica de los segundos.
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El precipitado naranja-marron observado en este estudio, al mezclar
Hipoclorito de Sodio y CHX ha sido altamente investigado. Se ha visto que es capaz
de tedir la dentina, adherirse al piso de la cdmara pulpar y de las paredes del
conducto radicular actuando como una pelicula residual que afecta la difusion de
medicamento intraconducto a la dentina e afectar la adhesion del material obturador
y posterior pronéstico de tratamiento rehabilitador ©°.

Basrani et al ®®, utilizando cromatografia gaseosa adosada a Espectrometria
de masas (GC-MS), fue capaz de identificar en este precipitado, el compuesto
Paracloroanilina. Cabe descatar que en base a nuestro estudio observamos que la
presencia de PCA no guarda relacion con el color naranja-marrén.

Este compuesto es perjudicial para la salud, todos los isomeros cloroanilina
son toxicos, pero la PCA posee problemas adicionales ya que se absorbe
rapidamente y es metabolizada. Sus metabolitos reactivos al unirse covalentemente
a la hemoglobina, el higado y proteinas renales, ha demostrado nefro y
hepatotoxicidad. También ha sido descrita como cancerigena y posiblemente
genotéxica ®?. La Agencia internacional para la investigacién del Cancer (IARC)
categoriza la PCA en el Grupo 2B, esto quiere decir que este agente es
potencialmente carcinogénico para los humanos ®. Aqui radica la importancia de no
dejar precipitados dentro del conducto que pueden interfieren en el sellado de la
obturacion y no sélo eso sino que en este caso particular seria una exposicion
sostenida en el tiempo a un agente toxico, lo cual es conveniente evitar, sobre todo
debido a que aun no esta determinada la cantidad necesaria del elemento capaz de
producir los efectos descritos. En los resultados obtenidos de este estudio, mediante
espectrometria de masas, no fue posible detectar PCA en la mezcla de Hipoclorito
5% y Clorhexidina 2%, guardando similitud con los resultados obtenidos por Thomas
y Sem Y Nowiki y Sem ® y Prado et al. ®®. En cambio, Krishnamurty y Sudhakaran
@2 ‘mediante estereomicroscopia pudieron detectar la presencia de este compuesto
en mezclas entre NaClO 2,5% y CHX 2% previo lavado con EDTA 17%. Mortenson
et al ®¥, en su estudio, también observaron la formacién de este compuesto en la
disolucién (NaCIO/EDTA/CHX). En ambos se confirmd formacion inmediata del
precipitado, sin embargo la deteccion de la PCA en estos estudios podria deberse a
la mezcla de la CHX/EDTA que ocurre en el interior al no poder remover por
completo los irrigantes, y no necesariamente entre el Hipoclorito de Sodio y
Clorhexidina.

Segun el analisis molecular de los subproductos en las mezclas de CHX con
EDTA y CHX con Cloruro de Sodios, se detectd la presencia de paracloroanilina
identificada con un espectro de masas de 128,3 uma. En las cuales el precipitado
formado no se visualiz6 de color naranja-marrén, el cual tradicionalmente se ha
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asociado a la presencia de PCA ©® por lo que cabe pensar que la formacion de ésta
no guarda ninguna relacién con el color del precipitado ya que donde se detecto fue
en precipitados blancos. Rasimick et al *? también infiri6 que habia probabilidad de
su presencia en la combinacion de CHX con EDTA pero en menos de un 1% de la
mezcla.

La formacién de paracloroanilina segtn Zong et al ©” ocurre cuando la CHX
es sometida a un medio ambiente acido o basico. En una solucidon con un pH bajo, la
CHX se degrada, ya sea directamente en PCA, o indirectamente en PCA por un
producto intermedio de pchlorophenyl-biguanida-amidino-p-clorofenil-urea. Mientras
gue en un pH elevado,lo hace mediante una via indirecta de descomposicion a través
de p-clorofenil-urea.

Para descartar que la PCA es intrinseca de la Clorhexidina y de las
condiciones del medio, se control6 en la mezcla de éste con agua destilada, donde
no se observé formacion de precipitado. A pesar de este resultado se sugiere
observar nuevamente si hay factores extrinsecos a la interaccion quimica entre la
CHXy otro irrigante en la formacion de PCA (pH y temperatura).

Las diferencias en los resultados observados, pueden atribuirse a las
metodologias adoptadas por los diferentes autores, ya que no solo se utilizaron
instrumentos distintos con métodos de deteccién variable, donde los mas precisos
corresponden a los Espectrometros de masas, utilizado en este estudio al igual que
en las investigaciones de Prado et al, Basrani et al, y Mortenson et al, sino que
ademas dentro de estos mismos, no existe un manejo estandarizado de la
preparacion de las muestras. Con respecto a este ultimo, las diferencias entre las
variables a la que se ven sometidas las mezclas, como temperatura, tiempo de
centrifugado, y presencia 0 no de activacion ultrasénico, podran también contribuir a
este factor.

Hubo ademas una identificacion de otras macromoléculas organicas en los
precipitados formados en las tres mezclas. Se sugiere continuar este estudio para
determinar si la presencia de estos compuestos generan alguna repercusion clinica
en el tratamiento endododntico.

La activacion de la mezcla mediante ultrasonido podria llegar a tener un efecto
de catalizador de las reacciones, posiblemente alterando la formacion y posterior
deteccion de subproductos. En este estudio se activé todas las mezclas donde se
encontro precipitado, perdiendo la opcion de grupo control. Es por eso que se
sugiere que en los préximos estudios que se realicen, exista un grupo en donde no
se active la mezcla para verificar si realmente altera quimicamente la reaccion.
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La reaccion de formacion de precipitado en conjunto a su composicion
quimica, producto de las interacciones entre los irrigantes intraconductos es
importante, por su posible relevancia clinica. Hubo mezclas en que no se
encontraron precipitado sin embargo puede que hayan otros reacciones como de
sinergismo 0 antagonismo entre los irrigantes que en base a esta metodologia no
puede detectarse.

Al ser una investigacion experimental in vitro, no necesariamente es
extrapolable a clinica, ya que al no utilizar el diente como contenedor de las mezclas,
no se pudo medir el efecto de la dentina in vivo sobre las interacciones quimicas es
por ello que debe ser investigado, porque si bien algunos estudios lo han utilizado
como Mortenson et al ®* este incluye el EDTA como irrigante intermedio alterando la
deteccion de Paracloroanilina ya que podria deberse a la mezcla CHX/EDTA como
se detect6 en nuestro estudio.

Otra limitacion fue, dado los recursos disponible no fue posible analizar
diferentes concentraciones de los mismos irrigantes para revisar posibles
alteraciones atribuibles a este factor.

Si bien la CHX ha mostrado ser bondadosa en muchas é&reas de la
Odontologia, como en el control microbiolégica de la biopelicula en la enfermedad
periodontal, con respecto a los resultados obtenidos en este estudio y su relacién con
la formacién de Paracloroanilina, su uso como enjuague e interaccion quimica con
los fluidos orales debe seguir siendo investigada ya que podria estar generando
efectos no deseados que limitarian su uso.

Es por ello que en base a lo revisado y obtenido mediante el presente estudio
consideramos que el uso clinico de CHX como irrigante endodontico debe ser
limitado y usado solo en conjunto con agua destilada, debido a que fue solo en
combinacion con ésta que no presento precipitados.
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Conclusiones
Se observé precipitado solido en tres de las mezclas binarias
correspondientes a Clorhexidina 2% - Hipoclorito de Sodio 5%, Clorhexidina
2%- EDTA 10%, Clorhexidina 2% - Cloruro de Sodio 0,9%.
Se observo en el tubo (n°2) correspondiente a la mezcla Hipoclorito de Sodio
5% con Clorhexidina 2% la formacion de un precipitado de color pardo
intenso, y que las soluciones del tubo N° 5y 8 de Clorhexidina 2% con EDTA
10% y Clorhexidina 2% con Cloruro de sodio 0,9% respectivamente, forman
un precipitado blanco de caracteristicas no idénticas.
Fue posible identificar los compuestos del subproducto de los precipitados
pero no todos poseen nombre para el compuesto CaH3oN1oCls™,
C2H29N10Cls™ y CaoH3oN10Cls™ en la mezcla Clorhexidina 2% - Hipoclorito de
Sodio 5%, C,H31N1oCls™ en la mezcla Clorhexidina 2%- EDTA 10% y
CaoH31N10Cls™ CasH3oN1oClsNa*t en la mezcla Clorhexidina 2% - Cloruro de
Sodio 0,9%.
Fue posible detectar paracloroanilina en las mezclas binarias Clorhexidina 2%-
EDTA 10% y Clorhexidina 2% - Cloruro de Sodio 0,9%Pero no se detecto en
la mezcla Hipoclorito de Sodio al 5% - Clorhexidina 2%.
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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue detectar la presencia de paracloroanilina
(PCA) en los compuestos presentes en el precipitado de los subproductos
resultantes de variadas mezclas, activadas mediante ultrasonido, de diferentes
soluciones definidas como irrigantes intraconducto por la catedra de Endodoncia de
la Universidad de Valparaiso.

Para lograr este objetivo se llevd a cabo un estudio experimental in vitro,
donde se realizaron mezclas binarias entre el Hipoclorito de sodio 5% (NaOCI),
EDTA 10%, Clorhexidina 2% (CHX), Cloruro de sodio 0,9% ademas de agua
destilada. Las soluciones fueron mezcladas en proporcion 1:1, luego centrifugadas
por 5 minutos a 5.000 r.p.m. En aquellas mezclas en donde se formé precipitado se
analizo este mediante espectometria de masas.

Se realizaron 12 mezclas binarias de la cuales, 3 formaron precipitado. El
Hipoclorito de sodio 5% en conjunto con Clorhexidina 2% forma un precipitado de
color pardo. En cambio la CHX al combinarse con EDTA 10% o Cloruro de sodio
0,9%, produce un precipitado de color blanco no idénticas con presencia de PCA.

La CHX juega un rol fundamental en la formacion de precipitado ya que
interactia mediante reaccion acido-base en el caso de la combinacién con NaOCI o
a través de reacciones redox, al mezclarse con EDTA o suero generando sales
insolubles. Estas sales no solo podrian afectar negativamente el pronéstico de los
tratamientos de endodoncia sino que ademas la formacion de PCA puede ser dafiino
a la salud del paciente.
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