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RESUMEN

Introduccion: El objetivo del tratamiento endodontico es eliminar o al menos
reducir a niveles aceptables la cantidad de microorganismos, ademéas de remover
tejido pulpar inflamado o necrético del canal radicular. Debido a la complejidad del
SCR, la instrumentacion mecanica no remueve completamente los tejidos infectados
y bacterias. Por lo tanto se hace necesario el uso de soluciones irrigantes asociadas
a la instrumentacion, como NaClO, EDTA y CHX, los cuales pueden interactuar en el
canal generando subproductos como por ejemplo PCA, formada por la interaccién
entre CHX y NaClO. PCA se trata de un compuesto téxico, ya sea por inhalacion,
digestidén o contacto con la piel, 0ojos 0 mucosas.

En la actualidad no existen estudios que muestren los efectos que tendria
PCA en el canal radicular o en los tejidos periapicales, ni se ha determinado la
cantidad de precipitado residual, que se produciria luego de realizar el tratamiento

endoddntico.

Objetivo: Determinar el contenido residual de PCA ex vivo producido
durante un tratamiento endoddntico tras la utilizacion de NaClO al 5% y CHX al
2%.

Metodologia: En 20 dientes extraidos (ex vivo) se realizé procedimiento
endododntico recolectando 13 voliumenes correspondientes a las fases del
tratamiento. En estas soluciones se determiné por espectrofotometria UV: NaClO,
EDTA, CHX y por espectrometria VISIBLE p-cloroanilina. En ambas metodologias

se determiné para cada irrigante: curvas espectrales y lamda maximo (Amax)-

Resultados: NaClO 5% se utilizé en las cuatro primeras fases (F1 a F4) de
la preparacion quimico-mecénica (PQM) del canal radicular. La concentracion de
NaClO en las fases disminuy6 de 3,4% a 3,8%. En fases 5, 6 y 7, se irrigd con
NaCl 0,9% determinando NaClO con concentraciones de 0,007%, 0,003% vy O,
001%. En fase 8, el irrigante fue EDTA 10%, su concentracion en el eluido fue
menor con un 8,9%. En las fases 9, 10 y 11, se irriga huevamente con NaCl 0,9%,

determinando en las fases EDTA, con concentraciones de 0,013% a 0,002%.



Ademas se midié NaClO con concentraciones que van de 0,0011% a 0,0006%.
Los voliumenes 12 y 13 corresponden a CHX 2% usada como medicacion
intracanal. Sus concentraciones encontradas fueron 1,85% y 1,8%. En esto
mismos volumenes se midio la formacion de PCA encontrando concentraciones de
0,0007% y 0,0005%.

Conclusiones: La metodologia UV-VISIBLE permite la medicién de NaClO,
EDTA, CHX y PCA resultantes de un protocolo endododntico. La concentracion de
NaClO al 5% disminuye significativamente durante las cuatro primeras fases por
su efecto en la preparacion quimico-mecénica (PQM) del canal radicular. Se
detecta NaClO en las fases 5, 6, 7, 9,10 y 11 con concentraciones menores pero
cuantificables. La concentracion de EDTA 10% en la fase 8, disminuye por su
accion desmineralizadora sobre compuestos inorganicos del barro dentinario. Se
encuentra medible ademas en las fases 9,10 y 11. La concentracion de CHX 2%
disminuye después de uso intracanal posiblemente por su sustantividad con la
dentina de los canales radiculares. Se forma PCA en los canales por presencia de
CHX 2% y NaClO residual detectado en las fases 9, 10y 11



INTRODUCCION

El éxito de un tratamiento endoddntico esta dado cuando se logra la
desinfeccién y sellado tridimensional del sistema de canales radiculares (SCR) y
asi prevenir su reinfeccion. La anatomia del sistema de canales y su diversidad
de formas impide que el tejido organico e inorganico residual y los
microorganismos que pudieran estar alojados en ellos puedan ser totalmente
eliminados a través del solo uso de la instrumentacién, por eso se hace necesario

el uso de sustancias ayudantes como son los irrigantes (Zehnder 2006).

Los objetivos de la irrigacion del SCR en endodoncia son mecénicos,
guimicos y biolégicos. Los mecanicos y quimicos son lavar los residuos, lubricar el
canal, disolver tejido organico e inorganico y prevenir la formacion del barro
dentinario durante la instrumentacion o disolverlo una vez que se ha formado. Los
objetivos biolégicos de los irrigantes estdn relacionados con su funcidon
antimicrobiana y son principalmente la eliminacion de microorganismos anaerobicos
y facultativos en su estado libre y en biofilm, inactivacion de endotoxinas sin causar
dafios a los tejidos periapicales o reacciones anafilacticas en el individuo (Basrani. y
Haapasalo M. 2012).

La medicacién intracanal es un coayudante de la terapia endodontica y
consiste en la colocacion de un farmaco al interior del canal entre las sesiones
necesarias para la conclusién del tratamiento. Esto ha tomado relevancia en
endodoncia, ya que diversos estudios han demostrado que es imposible lograr que
el SCR esté libre de microorganismos sélo con instrumentacion e irrigacion. Las
bacterias residuales se localizan frecuentemente en areas inaccesibles como
istmos, deltas, canales accesorios o laterales y si persisten al momento de la
obturacion existe un alto riego de fracaso del tratamiento, por lo que se hace
necesario el uso de otras sustancias antibacterianas como medicacién intracanal

para reducir los niveles bacterianos al minimo posible (Law y cols 2004).



Son propiedades deseables de una solucion irrigadora (Haapasalo y cols
2010):

1. Limpieza del canal (remover detritus)

N

Bajar tension superficial (facilitar flujp mecénico de la solucién y la
humectancia)

Mejora la efectividad de corte de los instrumentos

Reducir la friccion de los instrumentos (lubricacion)

Disolver materia organica e inorganica

o 0 bk~ w

Bactericida, amplio espectro, eficaz contra anaerobios, facultativos y
biofilm

7. Efecto antibacteriano prolongado

8. Biocompatible, no citotdxico

9. No irritar ni dafar tejido vital periapical

10.No debilitar la estructura dentinaria

11.Inactivar endotoxinas

12.Eliminar el barro dentinario

13.No pigmentar la estructura dental

14.Bajo costo y accesible en el mercado

No existe un irrigante que por si solo cumpla todas las funciones ideales.
Una optima irrigacion se basa en el uso combinado de dos o mas soluciones, en
una secuencia especifica, a fin de lograr una irrigacibn segura y efectiva
(Haapasalo 2010). En general, una solucion irrigante no es completamente
eliminada del SCR antes de aplicar la siguiente; y como resultado, entran en
contacto dentro del canal radicular pudiendo formar subproductos, los cuales
podrian ocluir los tabulos dentinarios, afectar el sellado de la OCR o incluso ser

toxico para los tejidos periapicales.



MARCO TEORICO

1. Hipoclorito de Sodio (NaClO)

Se trata de la solucion irrigante mas usada en endodoncia, debido a su gran
poder antimicrobiano y de disolucion de tejidos (Beltz y cols 2003). En presencia
de agua se ioniza en Na® y el ion hipoclorito, CIO", estableciéndose un equilibrio
con el &cido hipocloroso (HCIO) el cual es responsable de la actividad
antibacteriana (Haapasalo y cols 2010). Es un potente agente antibacterial, usado
comunmente en concentraciones entre 0,5% y 6%, eliminando la mayoria de las
bacterias de forma instantanea al contacto directo. También disuelve de manera
efectiva tejidos organicos, colageno y proteinas dentinarias, los componentes
organicos mas importantes de la dentina (Naenni y cols 2004).

El NaCIO actia como un solvente organico, degradando acidos grasos y
grasas transformandolos en sales de acidos grasos y glicerol, que reducen la

tension superficial de la solucion remanente (Saponificacion)

Figura 2. Reaccién de Saponificacion

0 0

I I
R-C-0-R + NaOH <> R-C-0O-Na + R-OH

Hidréxido

Grasa de Sodio Jabon Glicerina

También neutraliza aminoacidos formando agua y sal. Los aminoacidos, a
través de su grupo Carboxilo entregan protones, por lo que al estar en contacto

con la base (NaOH) se forma la sal (Neutralizacion).



Figura 3. Reaccion de Neutralizacion

H 0] H 0
I " | I
R-C-0-C + NaOH < R-C-0-C + H;0
| \ I
NH, OH NH, ONa
L, Hidroxido
Aminoacido de Sodio Sal Agua

El &cido hipocloroso, cuando esta en contacto con tejidos organicos, actia
como solvente y libera cloro, el que se combina con grupos aminos (NH) de las
proteinas formando cloraminas que interfieren con el metabolismo celular

(Cloraminacion).

Figura 4. Reaccién de Cloraminacion

H 0 0
| I . I
R-C-0-C + HOCI < R-C-0-C + H0
| I
H, OH _ NH, OH
ci

Aminoécido Acido Cloramina Agua
Hipocloroso

El cloro tiene accién antimicrobiana inhibiendo enzimas bacterianas, a
travées de una oxidacion irreversible los grupos sulfhidrilos (SH) de enzimas

esenciales para las bacterias.

La efectividad antimicrobiana del NaClO se basa en la accion de iones
OCI, producto de su Hidrdlisis. Su capacidad de disolver tejidos se verifica en la
reaccion de saponificacion, en que se degradan acidos grasos y lipidos para
formar sales y glicerol (Estrela y cols 2002)



Ademas, su capacidad de disolucién de tejidos y actividad antimicrobiana
es directamente proporcional a su concentracion. Para obtener niveles aceptables
de citotoxicidad ante bacterias, se recomienda una concentracion de 0,5%, pero
ésta necesita de al menos 30 minutos de accion para inhibir el crecimiento de
microorganismos facultativos in vitro. En cambio, NaClO al 5,25 % elimina
microorganismos in vitro en pocos segundos (Gomes y cols 2001; Vianna y cols.
2004). Ademas, se ha descrito un efecto dosis dependiente de NaClO en la
capacidad de disgregar fisicamente el biofilm bacteriano y eliminar bacterias in
vitro, en comparaciéon a soluciones con menores concentracion de NaClO y CHX
(Clegg y cols 2006).

In vivo la presencia de materia organica (exudado inflamatorio, remanente
de tejidos, biomasa bacteriana, tejido pulpar y colageno dentinario) consumen
NaClO y debilitan su efecto. Por esto la continua irrigacion y el tiempo son factores

importantes para su efectividad (Haapalaso y cols 2000).

Un estudio reciente, sobre biofilm de E.faecalis en un modelo dentinario in
vivo, muestra la superioridad antibacteriana que presenta la solucién de NaClO al
6% por sobre otros desinfectantes endodoénticos, entre ellos CHX y NaCIO al 2%
(Wang y cols 2012), se ha visto que la cantidad de células bacterianas muertas, y
la profundidad a la que actia en dentina, aumenta con el incremento en la
concentracion y tiempo de exposicion, siendo la concentracion al 6% la mas

efectiva (Ma y cols 2011).

El NaCIO es el unico irrigante usado en endodoncia que disuelve tejidos
organicos vitales y necroticos. Aunque por si solo no remueve el barro dentinario,
si puede eliminar su parte organica, haciendo posible la eliminacion completa de
éste con la posterior irrigacion con EDTA o Acido Citrico. Sin embargo, el uso de
NaClO posterior a esto produce erosion severa en las paredes del canal

dentinario, por lo que debe ser evitado (Quian y cols 2011;Niu y cols. 2002).
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La capacidad disolvente de tejidos que presenta el NaClO depende de su
concentracion, temperatura y agitacion, incrementos en temperatura y
concentracion aumentan la eficacia, asi como también el recambio de la solucion
de NaClO, en el sitio de disolucidon por medio de la agitacién, mejoran el efecto
(Stojicic y cols 2010). Debido a esta capacidad de degradacion de los
componentes organicos de la dentina, como coladgeno y glicosaminoglicanos
(Oyarzun y cols 2002) se podrian ver alteradas las propiedades mecénicas de la
dentina. Marending y cols (2007) mostraron un efecto concentracion dependiente
del NaClO en las propiedades mecanicas (modulo de elasticidad y resistencia a la

flexiébn) como resultados de la desintegracién de la matriz organica dentinaria.

Zou y cols (2010) concluyeron que la temperatura, tiempo y concentracion
son factores que influyen en el grado de penetracion de NaClO en los tabulos
dentinarios, todos tienen un impacto en la penetracion, pero el efecto fue en
general menor a lo anticipado. La mayor penetracion se obtuvo cuando los 3

factores se presentaron simultdneamente, lo que sugiere un efecto aditivo.

La desventajas del NaClO incluyen el sabor desagradable, toxicidad,
irritacion de los tejidos en casos de inyeccién a los tejidos periapicales y su
inhabilidad para remover el barro dentinario por si mismo, como si lo hace con la
materia organica (Haapasalo y cols 2010). Debido a que el NaCIO es degradado
por la luz, el aire, los metales y los contaminantes orgénicos, la pérdida de
estabilidad quimica es un factor que puede alterar sus propiedades (Frais y cols
2001); por lo tanto, se debe conservar en un recipiente oscuro, ambiente cerrado y

alejado del calor.

2. Acido etildiaminotetraacetico (EDTA)

Se trata del compuesto quimico acido etildiaminotetraacetico, un &cido
diaminopolicarboxilico, [CH2N(CH2CO2H).]., soluble en agua e incoloro, tiene la
caracteristica de unirse a iones de metales di o tri catiénicos como son Ca*?y Fe*?

(Basrani y Haapasalo 2012).
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El barro dentinario se forma siempre cuando un instrumento endodontico
metalico toca la pared del canal radicular. Se trata de una capa delgada y amorfa
entre 0,5 — 2 um de grosor que recubre la superficie de la dentina, ocluye la
apertura de los canales dentinarios y contiene dentina mineralizada, remanente de
tejido pulpar, bacterias y biofilm (Violich y Chandler 2010). Actualmente no existe
un irrigante que por si solo pueda eliminar el barro dentinario, por eso se requiere
el uso secuencial de NaClO y un agente quelante que disuelva tejido inorganico
como EDTA, causando descalcificacion de la dentina peri e intertubular. Por lo
tanto, la irrigacion final con EDTA luego del NaClO entre 1 y 3 minutos es

suficiente para remover el barro dentinario (Teixeira y cols 2005).

EDTA se usa normalmente a una concentracion de 17%, sin embargo
algunos estudios indican que a menor concentracion (15%, 10% e incluso 1%) de
igual forma se remueve el barro dentinario luego de irrigar con NaClO (Sen BH y
cols 2009).

El efecto quelante de EDTA dentro del canal radicular esta en funcion del
tiempo de contacto, por lo tanto se sugiere que la exposicibn no sea mayor a 1
minuto, tiempo que es efectivo en la remocién del barro dentinario (Calt y cols
2002). Crumpton y cols (2005) han demostrado que el volumen de irrigacion no
influye en la calidad de remocion del barro dentinario, en su estudio 1ml de EDTA
al 17% en contacto durante 1 minuto en el canal radicular fue tan efectivo como
10ml.

3. Clorhexidina (CHX)

Es un potente antiséptico, que es ampliamente usado para el control quimico
de la placa bacteriana en la cavidad oral. Soluciones acuosas de CHX entre 0,1% y
0,2% son recomendadas para este proposito, mientras que al 2% es la
concentracion utilizada como solucion irrigante y medicacion en endodoncia
(Zehnder 2006).



La CHX es una base fuerte y es mas estable cuando se presenta como sal.
La forma ma&s comun de presentacion es el digluconato de clorhexidina, que es
soluble en agua y a pH fisiolégico se disocia rapidamente y libera la CHX cargada
positivamente. Dependiendo de su concentracion, puede tener efecto bacteriostatico
o bactericida. A bajas concentraciones (0,2%), sustancias de bajo peso molecular,
especialmente potasio y fosforo salen de la célula ejerciendo su efecto
bacteriostatico. Por otro lado a mayores concentraciones (2%) la CHX es
bactericida, su efecto bactericida se debe a la union de la molécula cargada
positivamente con la carga negativa de la pared celular bacteriana, provocando una
alteracion en el equilibrio osmético de la célula. Esto aumenta la permeabilidad de la
pared celular, lo que permite la entrada de la CHX a la bacteria, provocando la

precipitacion de contenidos del citoplasma(Gomes y cols 2013).

Debido a la naturaleza catidnica que posee la molécula de CHX, puede
unirse a sustratos anionicos como la mucosa oral, proteinas como albumina,
pelicula salival del diente, dentina y otras glicoproteinas salivales. (Basrani y
Haapasalo 2012). A esta propiedad reversible, se le denomina sustantividad y le
permite poder seguir ejerciendo su efecto antibacteriano y prevenir la colonizacion
por un tiempo mas alla del de aplicacién de la solucién (Khademi y cols. 2006).EI
efecto depende de la concentracion, a bajas concentraciones 0,005- 0,01% una
monocapa estable se establece en la superficie del diente y puede prevenir o reducir
la colonizacién bacteriana. A concentraciones mas altas > 0,02% una multicapa de
CHX se forma, creando un reservorio de CHX, la cual puede ser liberada si la
concentracion en el ambiente disminuye (Basrani y Haapasalo 2012). Rosenthal
(2004) sefiald que la CHX se mantendria en la dentina del SCR en una
concentracion del 0,001% aproximadamente por 12 semanas, al igual que
Mohammadi y Abbott (2009); quienes mostraron que la CHX tendria una

sustantividad antibacteriana por al menos 12 semanas en dentina.

La CHX posee un amplio espectro de accion sobre bacterias Gram positivas

y Gram negativas, aunque su mayor efectividad es contra microorganismos Gram
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positivos. Ademas, no posee la capacidad de disolver tejidos organicos, por lo tanto
no remplaza al NaCIO como irrigante de eleccion, pero es utii como agente
coadyudante durante el tratamiento endodontico, tal como sugiere el protocolo
propuesto por Zehnder (2006) que consiste en: irrigar con NaClO durante la
instrumentacion, para disolver el componente organico, luego irrigar con EDTA
para eliminar el barro dentinario, y por ultimo una irrigacion con CHX. Se plantea el
uso de CHX como irrigacion final, debido a su sustantividad y amplio espectro
antibacteriano, para uso previo a la obturacion del canal y en casos de
retratamiento, donde se espera encontrar en el SCR altas proporciones de

bacterias Gram positivas (Zehnder 2006).

Segun un estudio sobre efectividad antibacteriana en biofilms de E.faecalis
en un modelo de dentina in vivo la CHX al 2% tendria una efectividad
antibacteriana equivalente al NaCIlO a bajas concentraciones, 1% o 2% (May cols
2011; Wang y cols 2012). En un estudio in vitro CHX al 2% solo fue capaz de
eliminar bacterias y no remover fisicamente el biofilm bacteriano tal como lo hace
el NaCIO al 6%, lo que sugiere que en caso de usar CHX como irrigante,
previamente se deben utilizar otros agentes para desorganizar el biofilm (Clegg y
cols 2006).

Por otra parte, se ha sugerido la medicacién con CHX tanto liquida como
gel como alternativa al Hidréxido de Calcio (Ca(OH), ), debido a su efectividad
ante E. faecalis (Delgado y cols 2010; Basrani y cols 2002; Gomes y cols 2003).
por lo tanto ha sido foco de diversos estudios en las dltimas dos décadas. Sin
embargo, comparando el numero de estudios in vitro, muy pocos estudios in vivo
se han llevado a cabo para evaluar la efectividad de la CHX como medicacion
intracanal (Basrani 2004).

Basrani y cols (2002) en un estudio in vitro evaluaron la actividad
antimicrobiana de diferentes medicamentos, concluyendo que la medicacion
intracanal durante 1 semana con CHX al 2% puede proveer actividad
antimicrobiana residual contra E.faecalis. Barbosa y cols (1997) midieron in vivo la
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eficacia de tres medicaciones intracanal: Paramonoclorofenol, Ca(OH), y CHX
liquida al 0,12% aplicandolos por una semana en dientes uniradiculares de
pacientes humanos y se reporté que la proporcion de cultivos positivos no fue
significativamente diferente entre los tres medicamentos evaluados, sin embargo
los cultivos de dientes medicados con CHX fueron levemente menores. Por otra
parte, Paquette y cols (2007) en un estudio in vivo evaluaron la efectividad
antibacteriana de la CHX 2% liquida como medicacion intracanal en dientes con
Periodontitis Apical. Los resultados mostraron un moderado aumento en el conteo

bacteriano durante un periodo de medicacion de 7-14 dias.

Estudios in vitro y en animales sugieren que la CHX tiene el potencial para
reemplazar al Ca(OH), como medicacion intracanal, sin embargo debido a las
limitaciones de estos estudios, las conclusiones obtenidas de éstos no pueden ser
extrapoladas a las situaciones clinicas, por lo que mas estudios in vivo son
necesarios para medir la eficacia de CHX como medicacion intracanal (Basrani
2004).

El uso de CHX como medicacion intracanal se recomienda por periodos
cortos (3-5 dias), en casos en que los canales hayan sido completamente
instrumentados, pero no obturados por falta de tiempo clinico, especificamente en
biopulpectomias (Gomes y cols 2013); o cuando la preparacién quimio-mecanica
no se ha llevado a cabo por completo. Se utiliza la CHX como medicacion con el
objetivo de evitar la proliferacion bacteriana, debido a que los microorganismos
sobrevivientes en el SCR, luego de la preparacion quimio-mecanica, han mostrado
la capacidad de multiplicarse rapidamente cuando los canales se dejan vacios
(Paquette y cols 2007). Ademas, la CHX puede retardar la contaminacion del canal
radicular por la entrada de bacterias a través de la interfase diente/restauracion.
(Gomes 2003; Mohammadi y Abbott 2009). También se recomienda la
medicacion en casos de exudado (Gomes y cols 2013), ya que la CHX mantiene
por mayor tiempo su actividad antimicrobiana en presencia de sangre y otras
materias organicas en comparacion con otros medicamentos (Haapasalo y cols
2000).
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4. Interaccion entre Irrigantes.

Debido a que no existe en la actualidad alguna solucion que cumpla con
todas las caracteristicas ideales de una solucion irrigante en endodoncia, es

necesario el uso de diferentes soluciones en asociacion con la instrumentacion.

En general, una solucion irrigante no es completamente eliminada o lavada
del canal radicular antes de que se aplique la siguiente solucién. Como resultado
es comun que irrigantes endodonticos entren en contacto dentro del canal
radicular formado sub-productos (Basrani y cols. 2007; Rasimick y cols. 2008).
Estos subproductos podrian ocluir los tdbulos dentinarios creando una barrera
entre el material de obturacién y la superficie dentinaria y también ser téxicos para
los tejidos periapicales, por eso es importante identificarlos y caracterizarlos para

evitar complicaciones durante el tratamiento endodontico.

La combinacion de CHX y EDTA genera una reaccion acido- base (Zehnder
2006) produciendo un precipitado blanco. Se describe que méas del 90% de la
masa de este precipitado era EDTA o CHX, el remanente estaria compuesto
probablemente de agua, gluconato de clorhexidina y sodio. Paracloroanilina,
compuesto potencialmente carcinogénico derivado de la CHX, no fue detectado en
este precipitado. Finalmente, no existen mediciones acerca de cual es la cantidad
de precipitado que se forma, si se adhiere a las paredes del canal radicular y si

interfiere con el sellado (Rasimick y cols. 2008).

La interaccion de NaClO con agentes quelantes como EDTA o Acido Citrico
provoca la pérdida de la capacidad del NaClO de disolver tejidos organicos,
reduciéndose significativamente la cantidad de CI libre, disminuyendo su
efectividad contra bacterias y tejido necrotico. Esto sugiere que clinicamente
ambas soluciones deben usarse de manera separada y que grandes cantidades
de NaClO se podrian usar para lavar remanentes de EDTA en el SCR y asi
garantizar la efectividad de NaClO (Grawehr y cols 2003; Zehnder 2006). Sin
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embargo, el uso de NaClO posterior a EDTA produciria erosion en las paredes del
canal dentinario, por lo que debe ser evitado (Quian y cols 2011; Niu y cols.
2002). Ademas, la degradaciéon y consecuente desactivacion de EDTA luego de
interactuar con NaClO se trata de una reaccion de oxidacion extremadamente
lenta, y por lo tanto no se compromete la accion quelante de EDTA dentro del

periodo de uso clinico (Grawehr y cols 2003; Grande y cols 2006).

5. Paracloroanilina (PCA)

La solucién de CHX al 2% no tiene la capacidad de disolver tejidos organicos,
por lo que se han realizado esfuerzos para combinarla con NaClO, para obtener
beneficios de ambas soluciones. Sin embargo, estas no son solubles entre si,
observandose cuando son mezclados, un precipitado color café—anaranjado. Las
caracteristicas de éste no han sido totalmente examinadas, pero su formacién no
permite el uso clinico de la mezcla de estas dos soluciones (Basrani y cols 2007;

Marchesan y cols 2007; Prado y cols 2013).

La formacion del precipitado se puede explicar por una reaccion acido-base
entre NaClO y CHX. La CHX es un acido di catiénico que tiene la habilidad de
donar protones. El NaCIO es alcalino y puede recibir protones de la CHX. Este
intercambio de protones produce la formacion de una sustancia neutra e insoluble
que precipita (Mohammadi y Abbott 2009). En el precipitado formado por la
interaccion entre CHX y NaClO, diversos autores han demostrado la presencia de la
llamada Paracloroanilina, 1-amina-4-clorobenceno, p-cloroanilina o PCA (Basrani y
cols 2007; Bui y cols. 2008).

Basrani y cols. (2007) concluyeron que 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.
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También se ha descrito que, sin la presencia de NaClO, la CHX puede
hidrolizarse espontdneamente y formar PCA en presencia de calor, luz y ambiente
alcalino (Basrani y cols. 2007); y que al aumentar la temperatura de la CHX por
sobre los 45°C se produce PCA como subproducto, por lo tanto no debe
combinarse el uso de CHX y 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.

Este precipitado viscoso y de aspecto café oscuro que contiene PCA
podria causar decoloracién del diente, se adhiere a las paredes del canal y no
puede ser removido completamente, dejando una capa remanente que podria
ocluir los tdbulos dentinarios y con esto comprometer la correcta medicacion
intracanal y el sellado de la obturacion del canal radicular. Especialmente en
casos de usar cementos selladores en base a resina, ademas de su posible
difusién a los tejidos periapicales (Vivacqua-Gomes y cols 2002; Bui y cols.
2008).

La presencia de NaCIlO en el canal radicular antes de irrigar con CHX no
deja una cantidad estadisticamente significativa de precipitado en las paredes.
Sin embargo, la reaccion al combinar ambos irrigantes forma una capa en la
superficie del canal que ocluye significativamente los tdbulos dentinarios en el
tercio medio y cervical del canal (Bui y cols 2008). Por lo tanto, durante el

tratamiento endodoéntico se debe evitar o minimizar la formacién de PCA.

Se recomienda lavar el remanente de NaClO con alcohol o EDTA antes de
usar CHX. Sin embargo, el uso de EDTA también podria tener inconvenientes
debido a que también se produce un precipitado en presencia de CHX (Basrani y
cols 2007). También se recomienda para reducir la formacién de precipitado el
uso de irrigacion intermedia de solucién salina o agua destilada en grandes
volimenes para provocar un efecto de dilucion en el NaClO o eliminar la

formacién a través del lavado del canal con alcohol antes de usar CHX como
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irrigacion final. Sin embargo, la biocompatibilidad del alcohol con los tejidos
peripicales aln no esta totalmente aclarada (Krishnamurthy y Sudhakaran 2010).
Ademas, se ha intentado el uso de concentraciones mas bajas de NaClO, que si
bien produciria proporcionalmente menos precipitado, también reduce la

efectividad terapéutica de este compuesto (Bui y cols 2008).

Otros autores han utilizado &cido citrico como irrigante alternativo entre
NaClO y CHX para prevenir la formacion de PCA en el canal radicular,
demostrando que si bien con esta solucién se forma la menor cantidad de
precipitado en comparacion con suero fisiologico y EDTA al 14%, la PCA sigue
estando presente en el canal radicular, por lo que se recomienda evitar la
combinacion de NaClO y CHX durante la terapia endodontica (Mortenson y cols.
2012).

La PCA es fabricada exclusivamente por el hombre, no se encuentra en la
naturaleza sino como resultado de la accién del ser humano, ya sea de manera
directa o indirecta. Se utiliza como intermediario principalmente en la
manufactura de colorantes y pigmentos, asi como también en la produccién de
algunos compuestos quimicos utilizados en la industria farmacéutica y agricultura

como son los pesticidas.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la International Agency for
Research on Cancer (IACR) y categoriza la paracloroanilina en el Grupo 2B, que
significa que este agente es potencialmente carcinogénico para los humanos,
esto basado en la escasa evidencia en humanos y en la suficiente que existe en

animales experimentales sobre su efecto carcinogénico (Boehncke y cols. 2003).

Estudios toxicolégicos en animales han demostrado que la exposicion
repetida a PCA produce cianosis y metahemoglobinemia, seguidas de efectos en
el higado, bazo y rifidn, que se manifiestan como cambios en los parametros
hematoldgicos, esplenomegalia y hemosiderosis de moderada a grave en el

bazo, el higado y el rifidn, parcialmente acompafiada de hematopoyesis
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extramedular. Estos efectos se producen tras una hemolisis excesiva inducida
por el compuesto y son coherentes con una anemia hemolitica (Boehncke y cols.
2003).

Se trata de un compuesto toxico, ya sea por inhalacion, digestion o
contacto con la piel, ojos o mucosas. La cuantificacion de la exposicion del
humano a PCA por una serie de vias posibles, suponiendo la penetracién a
través de la ropa de solo un 1%, da como resultado una exposicion total de 0,1 -
0,3ug/kg de peso/dia. Considerando solo los efectos no neoplasicos, como por
ejemplo metahemoglobinemia, el nivel maximo tolerable de exposicién humana a
PCA esté en el orden de 2ug/kg de peso/dia. La exposicion accidental aguda a

concentraciones altas de PCA puede ser mortal (Boehncke y cols. 2003).

En la actualidad no existen estudios que muestren los efectos que tendria el
precipitado (PCA) en la superficie del canal radicular o en tejidos periapicales del
diente y la cantidad de precipitado residual, que se produciria luego de realizar el

tratamiento endoddéntico, no ha sido determinada.
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HIPOTESIS.

La concentracién de Paracloroanilina (PCA) residual producto del uso de
Hipoclorito de Sodio (NaClO) al 5% y Clorhexidina (CHX) al 2% en un tratamiento
endodéntico bajo el protocolo de irrigacion propuesto es del orden de los 10° a 10

2 g/100ml, menor al nivel maximo tolerable de exposicién humana.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar el contenido residual de PCA ex vivo producido durante un

tratamiento endodontico tras la utilizacion de NaCIlO al 5% y CHX al 2%.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Determinar el espectro de absorcion y la concentracion de NaClO en cada

etapa del tratamiento endodontico.

Determinar el espectro de absorcién y la concentracion de NaCl al 0,9% en

cada etapa del tratamiento endoddntico.

Determinar el espectro de absorcidn y la concentracién de EDTA en cada

etapa del tratamiento endodéntico.

Determinar el espectro de absorcion y la concentracion de la CHX en cada

etapa del tratamiento endodontico.

Determinar el A max para la medicion de PCA, NaCIO, NaCl, EDTA y CHX

en rango visible y UV.

Determinar la concentracién de PCA formada al interaccionar NaClO con

CHX al 2%, durante el tratamiento endodéntico
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MATERIALES Y METODOS

1. Tipo de estudio

El presente trabajo corresponde a un estudio prospectivo, experimental y

explicativo ex vivo. El tamafio muestral (n) es de 20.

2. Reactivos

- Hipoclorito de Sodio 5% Salcobrand, Chile

- Clorhexidina 2% Oralgene® Maver, Chile

- Cloruro de Sodio 0,9%, Apiroflex, Chile

- Agua destilada

- PCA estandar en polvo ALDRICH, Alemania

- Nitrito de Sodio estandar en polvo MERCK, Alemania.

- Sulfamato de Amonio estandar en polvo ALDRICH, Alemania.

- Natftil etilndiamina dihidrocloruro estandar en polvo ALDRICH, Alemania.
- Acido Clorhidrico J.T.Baker, México.

3. Seleccidon de la muestra.

El tamafio minimo de una muestra depende de cuanto se desvia la
distribucién de la poblacion de una distribucion normal. Tamafios de muestra de
15 a 30 son adecuados si la poblacion parece tener una distribucion que no es
lejana a la normal, en caso contrario se necesitan tamafos de muestra de 50, 100
0 mas altos (Triada M. 2004). Con un tamafio de muestra de n=20, la forma de la
distribucion de los coeficientes de correlacion de la muestra es parecida a la de
una distribuciéon normal, donde solo el 2,5% de los valores de la muestra se

desviara desde cero hasta en un +0.50
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4. Obtencidon y almacenamiento de muestras.

Se monté un modelo ex vivo de 20 dientes unirradiculares extraidos por
indicacion terapéutica. La exodoncia de los dientes se realizdé en la clinica de
Cirugia Maxilofacial de 4to Afio de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile.

Estos dientes fueron limpiados, debridados y almacenados en NaCl al
0,9%. Previamente se explicé el procedimiento a los pacientes. Se pidid su
autorizacion mediante un consentimiento informado; en caso de ser menores de

edad, un apoderado firmo la autorizacion. (Anexo 2)

5. Tratamiento endodoéntico vy obtencién de las muestras de las fases del
tratamiento.

A cada uno de los 20 dientes de la muestra se les realiz6 tratamiento
endodontico de acuerdo al protocolo clinico de irrigacion (Anexo 1).

Mediante la aspiracibn con jeringa de irrigacion Monoject (3mL) se
recolectaron las diferentes soluciones producidas durante las 13 fases del
tratamiento. Luego de permeabilizar el canal inmediatamente después de
comunicar, durante la preparacion del tercio cervical y medio (Gates Glidden),
preparacion del tercio apical y Step Back, se irrigé con NaClO al 5%. Luego se

secO el canal con conos de papel estériles y se recolectaron los liquidos
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producidos al lavar con las 3 jeringas (3mL c/u) de irrigacion con suero fisiolégico
(NaCl 0,9%). Se lavo con EDTA 10% y se recolectd lo obtenido. Luego se repitio la
irrigacion y recoleccion con 3 jeringas (3mL c/u) de suero fisioldgico. En este
momento se irrigd con 3mL de CHX 2%, se recolectd y se obturd el diente con
doble sellado, Fermin y vidrio ionomero de autocurado. Se sello el apice con cera
y se depositd el diente en vial con suero fisiolégico en estufa a 37°C por una
semana (tiempo habitual de medicacién intracanal).

Se volvid a ingresar al canal, retirando el sellado temporal de la cavidad de
acceso con fresas de alta velocidad, bajo refrigeracion con agua. Se lavd con 3mL
de CHX 2% y se realiz6 la ultima recoleccion.

Los 13 volumenes correspondientes a las muestras de las fases del

tratamiento fueron guardados en envases sellados y rotulados para ser llevados al
laboratorio.

6. Procedimientos de Laboratorio

Las muestras de las fases del tratamiento fueron trasladadas a tubos
Eppendorf (1,5 ml) y centrifugados a 10.000 rpm durante 5 minutos, para precipitar
posibles residuos presentes y posteriormente se procedié a su analisis quimico.

A los 13 volumenes recolectados se les obtuvo su espectro de absorcién
(absorbancia vs longitud de onda) en el rango UV- visible (200-800 nm), en un
espectrofotometro UNICAM®UV/VIS, utilizando una cubeta (1cc) de cuarzo contra

agua destilada como blanco.
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a. Determinacion del espectro de absorcion y concentracion de NaClO:

Se tom6 1 ml de solucidén de NaClO al 5%, se leyo su absorbancia (A) en el
rango UV-visible (200-800 nm) y luego se graficaron los datos obtenidos para
obtener su curva espectral. Los altos niveles de absorbancia no permiten
determinar el lamba méaximo (Amax). PoOr lo tanto se prepararon una serie de
diluciones seriadas a partir de la inicial al 5%, obteniendo soluciones de
concentracion conocida y en estas diluciones se determiné la longitud de onda a la
cual NaCIO tiene maxima absorbancia, el Amax, Y Se construyo la curva de
calibracion, entre 0,0005% y 0,05%, que se utlizé para establecer la

concentracion de NaClO en las muestras recolectadas.

Curva espectral NaClO
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Grafico 1: Espectros de Absorcion de NaClO al 5% y diluciones a distintas

concentraciones. A max: 290 nm

Debido a que los valores de absorbancia obtenidos en las muestras
recolectadas de las fases del tratamiento 1, 2, 3 y 4 medidas a Anax de 290 nm,
fueron mayores a los comprendidos en la curva de calibracion, estas se diluyeron
por un factor de 100 y nuevamente se les midié su absorbancia. Posteriormente se

interpolaron los valores de absorbancia en la ecuacion obtenida de la curva de
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calibracion (A = 51,67 x [NaClO] - 0,0789 ; Rz = 0,99493), y se multiplicé el
resultado por el factor de dilucidon para conseguir la concentracion final de NaClO.
Finalmente para las muestras 5, 6, 7, 9, 10 y 11 se utilizo el valor de absorbancia

directamente en la ecuacioén de la curva sin diluir la solucion.

b. Determinacién del espectro de absorcién y concentracion de NaCl:

Se tom6é 1 ml de solucibn de suero fisiologico al 0,9%, se leyé su
absorbancia en el rango UV- visible (200-800 nm) y luego se graficaron los datos

obtenidos para obtener su curva espectral.

10 - Curva espectral NaCl
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Grafico 2: Espectro de Absorcion de NaCl 0,9%

Debido a los bajos niveles de absorbancia que presenta NaCl 0,9% y a la
ausencia de una longitud de onda de maxima absorcidon que permita identificarlo,
se establecié que para efecto de este trabajo la concentracion de NaCl sera de
0,9%.
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c. Determinacion del espectro de absorcion y concentracion de EDTA :

Se tomd 1 ml de solucion de EDTA al 10%, se ley6 absorbancia en el rango
UV- visible (200-800 nm) y luego se graficaron los datos obtenidos para obtener su
espectro de absorcién. Se prepararon una serie de diluciones seriadas a partir de
la inicial al 10%, obteniendo soluciones de concentracién conocida de EDTA. En
estas soluciones se determind la longitud de onda a la cual EDTA tiene maxima
absorbancia (Amax) Y se construy0 la curva de calibracién, entre 0,00025% y 0,02%
que se utilizé para establecer la concentracion de EDTA en las muestras

recolectadas.

Curva espectral EDTA
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Grafico 3: Espectros de Absorcion del EDTA al 10% y diluciones de distintas

concentraciones. Amax: 207 nm.

Debido a que los valores de absorbancia obtenidos de la muestra 8,
medidas a Amax 207 nm, fueron mayores a los comprendidos en la curva de
calibracion, estas se diluyeron en un factor de 1000 y nuevamente se les midié su

absorbancia. Posteriormente se interpolaron los valores en la ecuacion obtenida
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de la curva de calibracion (A = 79,525 x [EDTA] ; R2 = 0,99118) y se multiplico el
resultado por el factor de dilucion para conseguir la concentracion final de EDTA.
Finalmente para las muestras 9, 10 y 11 se utilizé el valor de absorbancia

directamente en la ecuacioén de la curva sin diluir la solucion.

d. Determinacién del espectro de absorcién y concentracién de CHX:

Se tomd 1 ml de solucidon de CHX al 2%, se leyd su absorbancia en el rango
UV- visible (200-800 nm) y luego se graficaron los datos obtenidos para obtener su
espectro de absorcién. Se prepararon una serie de diluciones seriadas a partir de
la inicial al 2%, obteniendo soluciones de concentracion conocida de CHX. Con
estas soluciones se determiné el Amax Y Se construyd la curva de calibracion, entre
0,0005% y 0,005%,que se utilizé para establecer la concentracion de CHX en las
muestras recolectadas.

6+ Curva espectral CHX
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Grafico 4: Espectros de Absorcion de CHX al 2% vy diluciones a distintas

concentraciones./lmax; 255 nm
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Debido a que las los valores de absorbancia obtenidos de las muestras 12 y
13, medidas a 255 nm (4max) fueron mayores a los comprendidos en la curva de
calibracion, estas se diluyeron en un factor de 1000 y nuevamente se les midio su
absorbancia. Posteriormente se interpolaron los valores de absorbancia en la
ecuacion obtenida de la curva de calibracién (A = 0,0023 x [CHX] - 6E-05 ; R2 =
0,99584) y se multiplicd el resultado por el factor de diluciéon para conseguir la

concentracion final de CHX.

e. Determinacion del espectro de absorciéon y concentracion de PCA:

Para determinar la concentracion de PCA en las muestras se aplico el
protocolo para deteccion de Paracloroanilina en soluciones de digluconato de
clorhexidina, descrito en la Farmacopea Europea (2005), ajustado a la cantidad de

muestra que se obtuvo en esta fase del tratamiento.

El protocolo ajustado fue el siguiente:

e A 1ml de muestra se agreg6 250uL Acido Clorhidrico diluido (73g/L) y

se diluyo hasta 2mL.

Se agreg6 rapidamente y se agitd después de la adicion de cada una de las

siguientes soluciones:

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

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

e 500pL Natftil etiindiamina dihidrocloruro (solucion 1g/L)
e 100uL de Alcohol (Solucién Etanol 96%)

e Se diluyd hasta 5 ml con agua y se dej6 reposar por 30 minutos.

El protocolo fue aplicado a 5 estandares de soluciones de PCA Aldrich ® de
concentraciones conocidas y se observd un cambio de coloracion (rojo- azul) de

diferente intensidad segun la concentracion de PCA. Se ley6 su absorbancia en el
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rango visible (350-800 nm) y con los datos obtenidos se construyo la curva

espectral para determinar su Amax.

Con las soluciones estandares y el Amax Se construyd la curva de
calibracion, entre 0,0005% y 0,001%, que se utiliz6 para establecer la
concentracion de PCA en las muestras recolectadas, a través de la ecuacion A =
687,47 x [PCA] - 0,0046; Rz = 0,9997
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Grafico 6: Espectros de Absorcion de soluciones de PCA a distintas

concentraciones, luego de ser sometidos al protocolo de identificacion de PCA 'y

determinacion del Amax. 552 nm.

7. Andlisis estadistico

Debido a que no existe un grupo con el cual realizar una comparacion
estadistica, se procedio a calcular la concentracion promedio NaCIO, EDT, CHX
y PCA, en todas las fases del tratamiento endoddntico, ademas de determinar

su concentraciéon minima, maxima y desviacién estandar.
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RESULTADOS

1. Concentracion NaClO, EDTA y CHX:

Utilizando las curvas de calibracion y absorbancia de las muestras se
determind la concentracion de NaClO, EDTA y CHX, en las distintas fases del

tratamiento endoddntico bajo el protocolo de irrigacion propuesto.

Fase 1: Cavidad de acceso
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Grafico 7: Espectros de absorcion obtenidos en cavidad de acceso (Fase 1) de
NaClO concentrado (-F1) y diluido (-F1D). Concentracion Promedio encontrado
de NaClO: 3,4%
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Fase 2: Preparacion de 1/3 cervical y medio
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Grafico 8: Espectros de absorcion obtenidos en Preparacion de 1/3 cervical y
medio (Fase 2) de NaCIlO concentrado (-F2) y diluido (-F2D). Concentracion
Promedio encontrado de NaClO: 3,6%

Fase 3: Preparacion de 1/3 apical
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Grafico 9: Espectros de absorcion obtenidos en Preparacion de 1/3 apical(Fase 3)
de NaClO concentrado (-F3) y diluido (-F3D). Concentracion Promedio
encontrado de NaClO: 3,7%



Fase 4: Step-Back

Gréfico 10: Espectro de absorcion obtenidos en Step-Back(Fase 4) de NaCIO

concentrado (-F4) vy diluido (-F4D). Concentracién Promedio encontrado de

Absorbancia (A)
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NaClO: 3,8%
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Tabla 1. Concentracion de NaClO determinados durante la preparacion

guimico-mecanica (PQM) del canal radicular.

Fase Concentracion | Concentracion | Concentracion DS
Minima Maxima Promedio
F1 2,4% 4,4% 3,4% +0,631
F2 2,6% 4,6% 3,6% +0,583
F3 2,5% 4, 7% 3,7% +0,641
F4 2,8% 4,9% 3,8% +0,594

F1: Cavidad de acceso. F2: Preparacion 1/3 cervical y medio. F3:Preparacién 1/3 apical. F4:Step-

Back. DS: Desviacién estandar.

Las curvas espectrales del hipoclorito de sodio diluido obtenidas en las

cuatro primeras etapas del procedimiento endodontico se observan en el grafico
11.
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Grafico 11: Espectros de absorcion de NaClO diluido durante las primeras 4 fases

de preparacion del canal.

Fase 5.6 y 7: Irrigacion con Suero fisiol6égico (NaCl 0,9%).

En estas fases se asume que la concentracion de NaCl 0,9% permanece
constante y en las muestras de estas fases del tratamiento se determind la

concentracion de hipoclorito de sodio residual.
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Grafico 12: Espectros de absorcion de NaClO en las fases 5,6 y 7 durante la

irrigacion con suero fisiolégico.
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Tabla 2. Concentracion de NaClO en las fases 5, 6 y 7, durante la irrigacion
con NaCl 0,9%.

Fase Concentracion | Concentracion | Concentracion DS
Minima Maxima Promedio
F5 0,002% 0,028% 0,007% +0,006
F6 0,0018% 0,005% 0,003% +0,0008
F7 0% 0,003% 0,001% +0,001

F5: Primera irrigacién con NaCl 0,9%. F6: Segunda irrigacién con NaCl 0,9%. F7: Tercera irrigacion
con NaCl 0,9%. DS: Desviacion estandar.

La concentracion promedio de NaClO disminuye durante la irrigacion

sucesiva con suero fisiolégico al 0,9%

Fase 8: Irrigacion con EDTA 10%
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Grafico 13: Espectros de absorcion obtenidos en Irrigaciéon con EDTA 10% (Fase
8) de EDTA concentrado (-F8) y diluido (-F8D).




Tabla 3. Concentraciéon de EDTA
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Fase Concentracion | Concentracion | Concentracion DS
Minima Maxima Promedio
F8 6,8% 10,1% 8,9% +1,03

F8:Irrigacion con EDTA 10%.DS: Desviacion estandar.

Concentracion promedio de EDTA en esta fase del tratamiento endoddntico
disminuye a partir de su concentracion inicial

Fase 9, 10 y 11: Irrigacidn con Suero fisioldgico (NaCl 0,9%).

En estas etapas se utiliza el suero fisiolégico para eliminar el EDTA

remanente en el interior del canal radicular. El grafico 14 muestra las curvas
espectrales del EDTA.
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Grafico 14: Espectros de absorcion del EDTA durante irrigacion con suero

fisiolégico al 0,9% en las fases de tratamiento 9,10y 11.




32

Tabla 4. Concentracion de EDTA en las fases de tratamiento 9,10 y 11.

Fase Concentracion | Concentracion | Concentracion DS
Minima Maxima Promedio
F9 0,004% 0,034% 0,013% +0,01
F10 0,002% 0,02% 0,006% +0,0057
F11 0,0004% 0,003% 0,002% +0,0006

F9: Primera irrigacion con NaCl 0,9%. F10: Segunda irrigacion con NaCl 0,9%.

irrigacién con NaCl 0,9%. DS: Desviacion estandar.

F11: Tercera

La concentracion promedio de EDTA disminuye durante la irrigacion

sucesiva con suero fisiologico al 0,9%

En las fases de tratamiento 9,10 y 11 también se midi6 la concentracion de

hipoclorito de sodio residual que pudiera quedar en el interior del canal radicular,

sus resultados se pueden ver en la tabla 5.

Tabla 5. Concentracion de NaClO residual en las fases de tratamiento 9,10 y

11.
Fase Concentracion | Concentracion | Concentracion DS
Minima Maxima Promedio
F9 0% 0,0024% 0,0011% +0,001
F10 0% 0,0023% 0,0009% +0,001
F11 0% 0,0022% 0,0006% +0,0009

F9: Primera irrigacion con NaCl 0,9%. F10: Segunda irrigacién con NaCl 0,9%. F11: Tercera

irrigacion con NaCl 0,9%. DS: Desviacion estandar.

La concentracion promedio de NaCIO disminuye durante la irrigacion con

suero fisiolégico al 0,9%.
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Fase 12: Irrigacion con CHX 2%.

Esta etapa corresponde a la medicacion del canal radicular con CHX 2%.
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Grafico 15: Espectros de absorcion obtenidos en Irrigacion con CHX 2%(Fase 12)
de CHX concentrado (-F12) y diluido (-F12D). Concentracion Promedio
encontrado de CHX: 1,85%



Fase 13: Irrigacion con CHX 2% .
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Esta etapa corresponde a la etapa final de irrigacion del canal con CHX 2%,

previo a la obturacion. La muestra corresponde al eluido obtenido pasado una

semana de incubacion.
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Gréfico 16: Espectros de absorcion obtenidos en Irrigacion con CHX 2% (Fase 13)
de CHX concentrado (-F13) vy diluido (-F13D). Concentracion Promedio
encontrado de CHX: 1,8%.

Tabla 6. Concentracion de CHX determinado en las fases 12 y 13.

Fase Concentracion | Concentracion | Concentracion DS
Minima Maxima Promedio

F12 1,7% 2,05% 1,85% +0,13

F13 1,6% 2,02% 1,8% +0,142

F12: Primera irrigacién con CHX. F13: Segunda irrigacion con CHX. DS: Desviacion estandar.



35

2. Concentracion PCA

Utilizando la curva de calibracion preparada con estandares de PCA y la
absorbancia de las muestras, luego de ser sometidas al protocolo de identificacion
de PCA, se determiné su concentracion en las fases del tratamiento endoddntico
posterior al uso de CHX al 2%.

Fase 12: Irrigacién con CHX 2%.

En el eluido obtenido en esta fase del tratamiento endoddntico se obtuvo el

espectro de absorcion y la concentracion de PCA formado.
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Graéfico 17: Espectro de absorcion de PCA obtenido durante la Fase 12 (F12) del
tratamiento endododntico. Concentracion promedio encontrado de PCA: 0,0007%



Fase 13: Irrigacidon con CHX 2%

Gréafico 18: Espectros de absorcién de PCA obtenido durante la Fase 13 (F13).
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Concentracion promedio encontrado de PCA: 0,0005%

Tabla 6. Concentracion de PCA determinado en las fases 12y 13.
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Fase Concentracion | Concentracion | Concentracion DS
Minima Maxima Promedio

F12 0,0004% 0,0013% 0,0007% +0,0002

F13 0,0001% 0,0009% 0,0005% +0,0003

F12: Primera irrigacién con CHX. F13:Segunda irrigacion con CHX.DS: desviacién estandar

Las curvas espectrales de la PCA obtenidas en las fases 12 y 13 presentan

formas similares pero con un pico de absorcibn mayor para la primera fase, esto

implica una mayor concentracion de PCA encontrado. Ver grafico 19.
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Grafico 19: Espectros de absorcion de PCA durante las fases 12y 13 (F12 y F13)

luego del uso de CHX al 2%

Se ha descrito que la CHX puede hidrolizarse espontaneamente y formar

PCA en presencia de calor, luz y ambiente alcalino. Para ver el posible aporte de

PCA a partir de la CHX 2% se realizé la determinacion de PCA en la CHX utilizada

en la irrigacion.
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Se puede observar que las curvas de absorcidon para las muestras del

tratamiento endoddntico, F12 y F13 presentan picos muchos mas intensos que la
observada en la CHX 2%. Ver grafico 21.
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Grafico 21: Espectros de absorcion de PCA durante Fase 12, 13 y CHX al 2%.
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DISCUSION

La irrigacion es parte fundamental para el éxito del tratamiento endodontico,
en la actualidad no existe una solucion que cumpla con todas las caracteristicas
del irrigante ideal, por lo tanto se debe hacer uso de multiples soluciones durante
la PQM del canal radicular, lo que puede llevar a la interaccion de éstos, trayendo
consigo la posible generacion de subproductos. EI protocolo de irrigacion
propuesto en este trabajo utilizé NaClO al 5% durante la fase de preparacion
mecénica del canal, con el objetivo de aprovechar su capacidad antimicrobiana y
para disolver el componente organico y tejido necrotico presente en el canal
radicular (Gomes y cols 2001; Vianna y cols. 2004),luego se irrigb con suero
fisioldégico para diluir la presencia del NaClO, posteriormente se utiliz6 EDTA al
10% y se dej6 actuar por 1 minuto, para eliminar el barro dentinario producido por
la instrumentacion (Calt y cols 2002), nuevamente se lavd el canal con suero
fisiol6égico para diluir el EDTA y NaClO remanentes y por ultimo se utilizé CHX
como medicacion intracanal y previo a la OCR, debido a su sustantividad y amplio
espectro antibacteriano (Zender 2006)

Diversos estudios han analizado la interaccion entre NaCIO y CHX y se han
encontrado resultados dispares; mientras algunos han descartado la presencia de
PCA (Thomas y Sem 2010; Prado y cols. 2013), otros han demostrado la
formacion de un precipitado color café-anaranjado cuando se mezclan soluciones
de NaClO y CHX; ademas de la presencia de PCA en el precipitado (Basrani y
cols 2007, 2009, 2010; Bui y cols. 2008; Krishnamurthy y Sudhakaran 2011,
Mortenson y cols. 2012). Estas diferencias podrian deberse a las distintas
metodologias utilizadas en los estudios. Debido a las caracteristicas que posee
PCA, su citotoxicidad en ratas y su potencial carcinogénico en seres humanos
(World Health Organization, 2006), es importante evaluar distintos irrigantes

intermedios y protocolos para prevenir su formacion.
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En este estudio también se calculo la concentracion de NaCIO durante las
primeras fases de preparacion del canal radicular y se determiné que disminuye
en relacion a su concentracion inicial del 5% a valores promedios de 3,4% en la
primera etapa (Cavidad de acceso) a 3,8% en la cuarta etapa (Step-Back), esto se
explica por el mayor porcentaje de materia organica en las primeras etapas del
proceso. La inactivacion del NaClO al interactuar con materia organica ha sido
descrita en estudios anteriores, midiendo su actividad antibacteriana luego de
estar en contacto con la dentina. (Haapasalo M. 2000). Esta inactivacion se
provoca cuando el NaCIlO entra en contacto con materia organica, debido a que se
producen las reacciones de saponificacion, neutralizacion, ademas de la formacién
de cloraminas. Estas reacciones, que ocurren principalmente en la superficie de
contacto entre NaClO y la materia organica, llevan a la licuefaccion del tejido
organico (Estrela y cols 2002) y al mismo tiempo, las moléculas de NaClO
involucradas se consumen, resultando en una disminucién de su concentracion y

actividad local (Stojicic y cols 2010).

El protocolo de irrigacion utiliza suero fisiolégico para diluir el NaCIO que
pudiera quedar en los canales radiculares; el suero fisiolégico por tres veces,
fases 5,6 y 7 del protocolo. Los resultados nos muestran una baja importante en la
concentracion de NaClO (0,007% a 0,001%), pero estudios han evidenciado que
al mezclar CHX 2% con diluciones acuosas de NaClO que van del 5% al 0,0005%
la soluciébn cambia de color en relacién directa a la concentracion de NaClO
evidenciado formaciéon de PCA (Bilbao y cols 2013), lo que se corresponde con

resultados obtenidos por Basrani y cols. (2007) y Gasic y cols. (2012).

También se determind la variacion de concentracion del EDTA luego de su
paso por el canal radicular, causando descalcificacion de la dentina peri e
intertubular y del barro dentinario. Se encontré que la concentracion inicial de
EDTA del 10% disminuye luego de estar en el canal radicular (fase 8) en forma
importante a 8,9%. Su disminucion se debe a su capacidad quelante, al ejercer su
accién sobre los iones ca* de la dentina, provocando su desmineralizacion por

guelacién durante el tiempo que este esta en contacto con las paredes del canal
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radicular. EDTA también ha sido utilizado en otro estudio como irrigante intermedio
con el objetivo de lavar e inactivar el NaCIO presente en los tubulos dentinarios y
asi evitar la formacion de PCA, sin embargo al igual que en nuestros resultados se

encontro la presencia de PCA, luego de usar CHX (Mortensen y cols 2012).

Las fases 9, 10, 11, que utilizan el NaCl al 0,9%, en el protocolo de
irrigacion, fundamentalmente tiene como objetivo eliminar de los canales
radiculares la presencia de EDTA. Los valores medidos en estos fluidos nos
indican concentraciones de EDTA de 0,013% a 0,002%. En este estudio el uso de
suero fisiolégico al 0,9% en abundante volumen como irrigacion intermedia mostro
ser eficaz en diluir la presencia de NaClO y EDTA del canal radicular, haciendo
disminuir su concentracion previo al uso de CHX 2%, pero no evita la formacién de
PCA. Esto puede confirmarse porque en estos fluidos (fases 9, 10, 11) es posible
cuantificar NaClO en concentraciones que van 0,0011% a 0,0006% , valores
pequefios pero que en presencia de CHX 2% forman PCA. Tal como fue
demostrado anteriormente por un estudio in vitro que vio la influencia de NacCl al
0,9% en la formacion de PCA, al ser usado entre NaCIlO 5% y CHX 2%, donde se
vio que la dilucién de NaClO con NaCl 0,9% no impide la formacion de PCA
(Bilbao C y cols 2013).

La CHX al 2%, como medicamento intracanal se utiliza en las fases 12 y 13.
Un gran numero de estudios sefalan que la concentracion éptima para la CHX
como medicacion intracanal es al 2% (Basrani y cols. 2004, Zehnder 2006,
Siqueira y cols. 2007), dado que es a esta concentracion donde la CHX puede
eliminar a Candida Albicans (Basrani y cols. 2004) y a Enterococcus faecalis
(Krithikadatta y cols. 2007), algo que el Ca(OH), por si solo no hace. En nuestro
estudio la concentracion de CHX en los eluidos es menor al 2% (1,85% en fase 12
y 1,8% en fase 13). Esta disminucion de la concentracion podria ser explicada por
la sustantividad de la CHX que es capaz de unirse a la dentina a través de una
interaccion electrostatica entre ambos. Quizas a nivel in vivo la situacion sea
diferente por la presencia de microorganismos en los canales radiculares, lo que

debiera producir una mayor caida de su concentracion.
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En este estudio se determind la concentracion de PCA modificando el
protocolo usado en la deteccion (cualitativo) de Paracloroanilina en soluciones de
digluconato de clorhexidina, descrito en la Farmacopea Europea (2005), en un
meétodo cuantitativo. Para ello se obtuvo el Anax de la reaccion coloreada y con
soluciones estandares de PCA se construyé la curva de calibracion con un
coeficiente de correlacion R?=0,99. En este modelo ex vivo luego de utilizar
el protocolo de irrigacion propuesto, se establecié la presencia de PCA en las
Ultimas fases, luego de irrigar con CHX al 2%, con concentraciones promedios de
PCA que se encuentra en el orden de los 102 a 10 g/100ml, por lo que no se
confirma la hipotesis planteada, ya que las cantidades esperadas eran del orden
de 10° a 102 g/100ml, cantidades que son menores a las esperadas, pero

bastante cercanas.

Segun lo establecido por la Organizacion Mundial de la Salud en relacion a
la exposicién a PCA y considerando solo los efectos no neoplasicos, como por
ejemplo metahemoglobinemia, el nivel maximo tolerable de exposicibn humana a
PCA esta en el orden de 2ug/kg de peso/dia (Boehncke y cols 2003), asumiendo
que la cantidad que permanece en el canal radicular corresponderia a 0,1 ml
(100ul), que es lo que podria ingresar al organismo, los niveles de exposicion a
PCA estarian entre 0,1ug y 1upg, lo que se encuentra bajo el nivel maximo
tolerable.

Diversos estudios se han realizado para evaluar la formacién de PCA luego
de usar diferentes soluciones como irrigantes entre NaClO y CHX. Mortensen y
cols (2012) utilizaron &cido citrico o solucion salina, sin embargo no se pudo
prevenir la formacién de PCA. Krishnamurthy y Sudhakaran (2010) también
evaluaron el uso de irrigantes como alcohol isopropilico, solucion salina y agua
destilada para prevenir la formacion de PCA, pero los resultados arrojaron que el
anico capaz de prevenir la formacion de PCA fue la irrigacion intermedia con
alcohol isopropilico. Esto debido a que se trata de un agente tenso activo, volatil y
altamente electronegativo, que podria penetrar de mejor manera en el canal

radicular para remover el NaCIlO residual, sin embargo la biocompatibilidad del
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alcohol con los tejidos periapicales no ha sido totalmente estudiada.

Si bien en este estudio el protocolo de irrigacién planteado fue distinto a los
utilizados en estudios previos, también se encontréo PCA, lo que podria deberse a
que los irrigantes utilizados en este caso, EDTA y NaCl al 0,9%, no logran
penetrar completamente en el canal radicular o especificamente en los tubulos

dentinarios para inactivar o arrastrar totalmente el NaCIO.

Este estudio muestra que la CHX 2% pura contenia bajos niveles de PCA,
esto sugiere que, tal como se ha reportado en otros estudios, cuando CHX se
encuentra en solucion acuosa, se hidroliza lentamente y se forma Paracloroanilina
(PCA). Esto ocurre a través de la sustitucion del grupo guanidino en la molécula
de CHX. Se ha detectado PCA en muestras de CHX al 2%, almacenadas a 36,5°
C y a una humedad relativa de 95%, inmediatamente y luego de 7 dias de
preparadas. Asimismo se observo un aumento en la generacion de PCA durante
estos 7 dias (Barbin y cols 2013). También se sugiere que al mezclar con NaClO,
la moléculas de CHX se hidrolizan en pequefas partes, cada una formando un
sub-producto. Se teoriza que el primer enlace en romperse en la reaccion es entre
carbono y nitrégeno por la baja energia de disociacion entre estos 2 &tomos y esta
disociacion resultaria en la formacion de PCA entre otros fragmentos (Basrani y
cols 2007; Krishnamurthy y Sudhakaran2010).

En conclusion, los datos obtenidos en este estudio muestran la presencia
de PCA Iluego de utilizar el protocolo de irrigacién propuesto en un modelo ex
vivo. Lo que seria principalmente resultado de la interaccién entre NaClO y CHX.
Por lo tanto, se requiere mayor investigacion acerca de esta reaccion, de la
formacion de PCA y de su posible difusion a los tejidos periapicales, debido a su
citotoxicidad en ratas y su potencial carcinogénico en seres humanos (World
Health Organization, 2006). Por el momento se recomienda el uso de irrigacion
intermedia como suero fisiolégico en grandes cantidades, ademas de conos de
papel para eliminar el NaClO del canal radicular, evitando asi su contacto directo

con CHX, para disminuir la cantidad de PCA.



44

CONCLUSIONES

A patrtir del presente trabajo de investigacion se puede concluir:

9.

. La metodologia UV-VISIBLE permite la medicion de NaCIO, EDTA, CHX y

PCA en un protocolo endodontico.

La concentracion de hipoclorito de sodio al 5% disminuye significativamente
durante las cuatro primeras fases por su efecto en la preparacion quimico-
mecénica del canal radicular.

El constante recambio de NaClO durante la Preparacién Quimio mecénica
del canal radicular, se justifica para mantener sus propiedades, debido a la

inactivacién durante su uso por contacto con materia organicay dentina.

. Se detecta NaClO en las fases 5, 6, 7, 9,10 y 11 con concentraciones

menores pero cuantificables.

La concentracion de EDTA 10% en la fase 8, disminuye por su accion
desmineralizadora sobre compuestos inorganicos del barro dentinario. Se
encuentra medible ademés en las fases 9,10y 11.

La concentracion de CHX 2% disminuye después de uso intracanal
posiblemente por su sustantividad con la dentina de los canales radiculares.
Se forma PCA en los canales por presencia de CHX 2% y NaClO residual
detectado en las fases 9, 10 y 11.

El uso de suero fisiologico al 0,9% permite diluir la concentracion de NaClO
y EDTA del canal radicular.

La Irrigacidn con suero fisiolégico al 0,9% no evita la formacién de PCA.

10.Se debe tener en consideracion el modo de almacenamiento de la CHX,

antes de ser usada debido a la posible formacion de PCA por hidrolisis
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ANEXOS

Anexo 1: PROTOCOLO DE IRRIGACION

Primera Sesion:

1. Cavidad de acceso: Se realizara la cavidad de acceso endodontico con

piedras de diamante de alta velocidad en esmalte dentario refrigerando. En
dentina se cortara con fresas de carburo-tungsteno redondas, una vez que
se comunique se irriga con NaCIlO al 5% con Jeringa irrigacién Monoject
3ml+Aguja (27x1 1/4). Se establece la permeabilidad del canal con limas K
finas irrigando con NaClO al 5% = Recoleccion # 1

2. Preparacién 1/3 cervical y medio: Se determinara la longitud aparente del

canal en la Radiografia inicial. Luego se ensancha el tercio coronario del
canal mediante fresas Gates Glidden en secuencia segun calibre del canal

irrigando con NaClO al 5%. =» Recoleccion # 2

3. Determinacién Longitud de Trabajo (LT): Se realizara introduciendo la lima

hasta que se visualice la punta de ésta por el apice.

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

entre cada paso de lima = Recoleccion # 3

5. Retroceso (Step—Back) desde la LM hasta preparacion de 1/3 Medio

irrigando con NaClO al 5 % entre cada paso de lima =» Recoleccion # 4

6. Secado (con conos de papel)

7. lIrrigacién (IRR) con suero fisiologico, 3 jeringas de 3ml c/u =» Recoleccion #

56y7

8. Secado (con conos de papel)
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9. IRR con EDTA al 10% = Recoleccion # 8

10.Secado (con conos de papel)

11.IRR con suero fisioldgico, 3 jeringas de 3ml c/u =» Recoleccion # 9, 10y 11

12.Secado (con conos de papel)

13.IRR con CHX 2% 1 jeringa de 3ml =» Recoleccion # 12

14.Doble sellado: Se sella el apice y se pondra el diente en vial con suero

fisioloégico y estufa a 37° Celsius por una semana (tiempo habitual de

medicacion intracanal), simulando las condiciones del medio oral.

Sequnda Sesidn

IRR con 3ml de CHX 2% repasando con LM =» Recoleccion # 13
Secado
Obturacion

A

Doble sellado



53

Anexo 2: FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TOMA DE MUESTRAS DENTARIAS PARA PROYECTO DE INVESTIGACION

“Determinacion de concentracidon de Hipoclorito de Sodio al 5% y formaciéon de

Paracloroanilina” durante el tratamiento endoddntico en dientes extraidos”

El propésito de esta informacidon es ayudarle a tomar la decision de

participar, o0 no, en una investigacion meédica.

Osvaldo Alegre Godoy, 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. Silvana Maggiolo,
esta realizando un estudio cuyo objetivo es medir los volimenes de eluidos
recogidos durante el tratamiento endoddntico en dientes extraidos para luego
determinar el volumen y concentracién del compuesto formado entre hipoclorito de

sodio 5% y clorhexidina 2%.

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

investigacion.

Su patrticipacion 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 econdmicamente por participar en esta
investigacién 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 informacién personal no sera
divulgada.

Si usted desea conocer los resultados de los analisis, debera preguntarle al
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alumno responsable (Nombre:Osvaldo Alegre Godoy; celular: 88270139)

He leido lo anteriormente descrito, se me ha explicado el propdsito 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 seré entregada por los investigadores.

Nombre del donante

Fecha Firma del donante

Nombre del individuo que obtiene el consentimiento Firma



