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El sentido de la vida es dar a la vida sentido.

Viktor E. Frankl
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RESUMEN

Introduccion: La combinacion de soluciones irrigantes endodonticas entre si 0 con
medicamentos intracanal pueden generar subproductos que podrian interferir con
la desinfeccion del sistema de canales radiculares y/o ser toxicos para los tejidos
periapicales. La interaccion entre hipoclorito de sodio (NaClO) con clorhexidina
(CHX) forma un precipitado que se ha asociado a paracloroanilina (PCA). El uso
de EDTA como irrigante intermedio disminuye in vitro la formacion de PCA, pero
forma otro precipitado, por lo que se ha considerado el uso de acido citrico (AC)
como alternativa a éste. El objetivo de este estudio es determinar ex vivo si AC
10% evita la formacion de PCA al ser utilizado como irrigante intermedio entre
NaClO 5% y CHX 2%.

Materiales y métodos: A 30 dientes extraidos se les realizé un tratamiento
endododntico aplicando el protocolo de irrigacién y medicacion de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile. 20 conformaron el grupo experimental y
10 el grupo control, utilizando AC 10% y suero fisiologico como irrigantes
intermedios respectivamente. Se recolectaron 13 muestras en distintas etapas del
tratamiento, determinandose la concentracion de NaClO y PCA por
espectrofotometria. Ademas, se procedié al analisis por espectrometria infrarroja

de un precipitado inespecifico detectado en las ultimas etapas.

Resultados: Al utilizar los irrigantes intermedios, las concentraciones de NaClO
son levemente mas altas en el grupo experimental que en el grupo control. Sin
embargo, la concentracion de PCA posterior a la medicacion fue mayor en el
grupo control. Al reaccionar CHX y AC se detect6 la formacién de un precipitado,

el que podria corresponder a una sal.

Conclusion: El uso del acido citrico 10% como irrigante intermedio reduce la
concentracion final de PCA posterior a la medicacion con CHX al 2%, en
comparacion con suero fisiologico. La interaccion entre CHX y AC genera un
precipitado distinto a PCA que puede estar en contacto con las paredes
radiculares. Se requieren estudios adicionales para evaluar estructura y efectos de

este precipitado.



1. MARCO TEORICO

1.1.INTRODUCCION

El principal objetivo de un tratamiento endoddntico es la desinfeccion y
sellado tridimensional del sistema de canales radiculares para evitar la reinfeccion
y propender a la reparacion de los tejidos afectados (Bysreém y Sundqvist 1981;
Swedish Council on Health Technology Assessment 2012; American Association
of Endodontists 2016). La preparacion mecanica de los canales radiculares, por si
sola, no es suficiente para lograr este objetivo, ya que existen zonas no
instrumentables en el sistema de canales. Esta es una de las razones por la que
se emplean soluciones irrigantes para lograr la desinfeccion de todo el sistema de

canales radiculares (SCR) (Peters 2004; Haapasalo y cols. 2014).

La preparacion quimio-mecanica (PQM) incorpora la irrigacion como un
paso para el logro de los objetivos clinicos del tratamiento. Este proceso se define
como el lavado y aspiracion de todos los restos y sustancias preexistentes o
generadas en la instrumentacion (Marchesan y cols. 2007) y debe cumplir con
ciertos objetivos que se describen a continuacién (Tabla N°1) (Basrani y
Haapasalo 2012).

Tabla N°1: Objetivos de la irrigacién endodéntica (Basrani y Haapasalo

2012)
Bioldgicos Quimicos y Mecanicos
» Disminuir microorganismos » Diluir y eliminar detritus.
anaerobios y facultativos en » Lubricar el canal radicular.
estado libre y en biofilm. » Prevenir la formacién de barro
» Inactivar endotoxinas. dentinario, o disolverlo si se ha
» No causar dafios a los tejidos formado.

periapicales o] reacciones

alérgicas en el individuo.

Asi, se describen una serie de caracteristicas que idealmente un irrigante

debiera tener (Tabla N°2). Sin embargo, no existe un irrigante que cumpla con



todos los requisitos, por o que se hace necesario el uso de dos o mas irrigantes

en una secuencia durante el tratamiento endodontico (Haapasalo y cols. 2014).

Tabla N°2: Caracteristicas ideales de un irrigante endoddntico (Basrani y

Haapasalo 2012; Haapasalo y cols. 2014)

Poseer efecto germicida y fungicida en estado plancténico y en biofilm.

Favorecer el desprendimiento del biofilm.

Ser estable en solucion.

Tener prolongado efecto antimicrobiano y sostenido efecto antibacteriano

después de su uso.

Ser activo en presencia de sangre, suero y proteinas derivadas de los tejidos.

Ser capaz de eliminar por completo el barro dentinario.

Tener baja tension superficial.
Ser capaz de penetrar y desinfectar canales periféricos.

No teiiir la estructura dentaria.

Ser inactivo en un medio de cultivo.

No irritar tejidos periapicales ni interferir en su reparacion.

No inducir una respuesta inmune mediada por células. No ser antigénico, toxico

ni carcinogénico para los tejidos que rodean al diente.

No presentar efectos adversos en las propiedades fisicas de la dentina.

No tener efecto adverso en la capacidad de sellado de los materiales de relleno.

Ser de facil uso y bajo costo.

La interaccidn de distintas soluciones irrigantes o de éstas con soluciones,
geles o0 pastas utilizadas como medicacion intracanal pueden generar
subproductos que pudieran ir en desmedro de los objetivos previamente
planteados al formar precipitados que ocluyen tubulos dentinarios, interfiriendo con
la desinfeccion o sellado de éstos y en algunos casos podrian ser toxicos para los
tejidos periapicales. Por esta razon, se ha propuesto la utilizaciéon de irrigantes
intermedios entre los irrigantes principales que eviten interacciones y la formacion

de estos precipitados (Basrani y cols. 2007; Gasic y cols. 2012).



1.2.SOLUCIONES IRRIGANTES
Son medios quimicos esenciales en la preparacion mecanica, durante y
después de la instrumentacién, ayudando a obtener un SCR libre de tejido pulpar,
detritus dentinario, bacterias y sus subproductos, permitiendo un ambiente
favorable para una obturacion ideal de los canales radiculares para lograr el éxito
clinico (Gatewood 2007).

Se han utlizado diversas soluciones irrigantes durante la terapia
endodontica. A continuacion, se describen las soluciones mas utilizadas

actualmente.

1.2.1. HIPOCLORITO DE SODIO

El hipoclorito de sodio (NaClO) es la solucién irrigante mas utilizada y
cumple con varias de las caracteristicas ideales, siendo las mas importantes su
capacidad de degradar tejido organico, su amplio espectro antimicrobiano y su
capacidad de remover biofilm (Haapasalo y cols. 2014). Estas caracteristicas de
accion se fundamentan en su equilibrio quimico en solucién acuosa (Figura N°1),
donde forma hidréxido de sodio y acido hipocloroso (Estrela y cols. 2002). La
presencia de hidroxido de sodio y acido hipocloroso permite reacciones con
aminoacidos y acidos grasos.

NaClO + H:0 «—= NaOH + HCIO «— MNa* + OH + H* + ClO-

Hipoclorito Agua Hidroxido Acido lon Hidroxile  Hidrdn lon
de sodio de sodio hipocloroso sodio Hipoclorito

Figura N°1: Equilibrio quimico del hipoclorito de sodio en agua (Pecora y cols. 1999)

Una de estas reacciones es la saponificacion (Figura N°2), donde el
hidroxido de sodio, producto de la disociacion de hipoclorito en soluciéon acuosa,
degrada grasas en sales de acidos grasos o jabon y glicerol, actuando como un
solvente organico y reduciendo la tension superficial de la soluciéon remanente. De
esta manera altera las membranas citoplasmaticas, degradando fosfolipidos o
acidos grasos insaturados presentes en ellas, ayudando con el proceso de
disolucion de tejido organico (Estrela y cols. 2002; Kandaswamy y Venkateshbabu
2010).



@] @]
I {
R-C-0O-R+ NaOH «— R-C-O0-Na+R-OH
Grasa Hidréxido Jaboén Glicerina
de sodio

Figura N°2: Reaccion de Saponificacion (Estrela y cols. 2002)
La segunda reaccion es la neutralizacién (Figura N°3), donde el hidroxido
de sodio neutraliza aminoéacidos formando sales sédicas y agua, produciendo una

reduccion del pH e inactivando irreversiblemente enzimas bacterianas (Estrela y
cols. 2002).

H O
|1l

|
R OH

Aminoacido

Hidréxido

H O
|1l

NHz—C—-C + NaOH «—=NH:-C-C +H:0

[
R ONa

Sal Agua

de sodio

Figura N°3: Reaccion de Neutralizacion (Estrela y cols. 2002)

Otro mecanismo de accion es el efecto del acido hipocloroso sobre el grupo
amino de un aminoacido, formando cloraminas (Figura N°4). Este proceso de
cloraminacion interfiere en el metabolismo celular bacteriano, inhibiendo las
enzimas basicas para su supervivencia. Por ejemplo, en enzimas que presentan el
aminoacido cisteina, actian sobre su grupo sulfhidrilo, oxidandolo
irreversiblemente (Estrela y cols. 2002; Kandaswamy y Venkateshbabu 2010). Los
aminoécidos participantes de este proceso vienen de la ruptura de los enlaces
peptidicos presentes en proteinas del tejido pulpar o del pus que reaccionaron

inicialmente con NaClO (Mohammadi 2008).

T ﬁ cl O
(.
NH?_?_? + HOC| «=— MNH:=C-=-C +H:0
(.
Aminoacido Acido
hipocloroso

Cleramina Agua

Figura N°4: Reaccion de Cloraminacién (Estrela y cols. 2002)
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La concentracion de NaClO utilizada en la practica endododntica varia entre
0,5 a 6%, pues no existe un consenso respecto a cual es la concentracion optima
para utilizarlo (Gernhardt y cols. 2004). La concentracién es proporcional a la
citotoxicidad tanto de células bacterianas como humanas, siendo especialmente
efectivo y eficiente ante cepas asociadas a infecciones persistentes como
Enterococcus faecalis y Candida albicans (Siqueira y cols. 2000; Radcliffe y cols.
2004; Du y cols. 2014). Una solucién de NaCIlO de 0,5% requiere de al menos 30
minutos para inhibir el crecimiento bacteriano in vitro, mientras que una solucién al
5,25% es capaz de eliminar microorganismos in vitro en pocos segundos (Gomes
y cols. 2001; Vianna y cols. 2004; Tirali y cols. 2009).

Por estos mecanismos, el NaClO es capaz de degradar tejido orgénico,
desde remanentes de tejido pulpar vital o necrético y también el componente
organico del barro dentinario. El barro dentinario corresponde a la capa de 2 a 5
pum de grosor generada durante el corte mecanico de la dentina de las paredes de
los canales radiculares, que incluye remanentes de procesos odontoblasticos,
proteinas coaguladas, tejido pulpar, células sanguineas, bacterias y hongos. Sin
embargo, el NaClO requiere de un irrigante coadyuvante para poder lograr la
eliminacion del componente inorganico de éste, cuya persistencia podria
comprometer el resultado del tratamiento endoddntico al impedir la penetraciéon de
la medicacion intracanal o del cemento sellador en los tubulos dentinarios
(Kandaswamy y Venkateshbabu 2010; Violich y Chandler 2010; Haapasalo y cols.
2014).

1.2.2. ACIDO ETILENDIAMINOTETRAACETICO

El acido etilendiaminotetraacético (EDTA) es un &cido poliprético, cuya sal
disodica actia como un agente quelante al formar complejos mediante enlaces
covalentes coordinados a iones metalicos divalentes de compuestos inorganicos,
como ocurre con los iones calcio del barro dentinario y la estructura dentaria
(Craig y Nyholm 1964; Rossi-Fedele y cols. 2012). Para que esto sea posible este
acido debe utilizarse posterior al uso de un agente proteolitico como el NaClIO, el
gue expone el componente inorganico del barro dentinario para poder eliminarlo y
permitir el acceso tanto de la medicacién intracanal como de cementos selladores

a los tubulos dentinarios (Haapasalo y cols. 2014).
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Ademas, se utiliza para facilitar el acceso y conformacion instrumental en
canales atrésicos al reducir la microdureza de la dentina (Cruz-Filho y cols. 2011;
Patil y Uppin 2011). Si bien su efecto quelante es autolimitante por la acidificacion
del pH de la solucion al formar el complejo estable con el ion calcio, se
recomienda la administracion de 1 ml durante 1 minuto para no debilitar la
estructura dentinaria, en concentraciones entre 10 a 17% (Hulsmann y cols. 2003;
Khedmat y Shokouhinejad 2008).

Se ha descrito también un leve efecto antifungico y bacteriostatico al
debilitar la superficie de sus membranas, conduciendo a la muerte celular en
combinaciéon con otro antibacteriano que actie sobre la membrana celular

(Haapasalo y cols. 2014).

1.2.3. ACIDO CITRICO

El acido citrico (AC) cuya formula IUPAC es acido 2-hidroxipropano-1,2,3-
tricarboxilico o CeHsO7 (Figura N°5), es un &cido organico que esti presente en
varias frutas. Es obtenido industrialmente a través de la fermentacion fungica de
glucosa o sacarosa a partir de cepas principalmente de Aspergillus niger. Es
utilizado en la industria alimentaria como conservante y acidulante, en la industria
farmacéutica por sus capacidades antioxidantes y en la industria biomédica como
anticoagulante y un posible quelante alternativo en casos de intoxicacion por
metales pesados (Flora y cols. 2003; Ke y cols. 2009; Dhillon y cols. 2011;
Angumeenal y Venkappayya 2013; National Center for Biotechnology Information
(NCBI) 2018).

HO OH
OH

Figura N°5: Estructura quimica del acido citrico (National Center for Biotechnology Information
(NCBI) 2018)
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Desde el afo 1957 se ha sugerido el uso de agentes quelantes como
irrigantes durante el tratamiento endoddntico, principalmente EDTA, para permitir
la eliminacién de la fase inorganica del barro dentinario y por lo tanto lograr la
permeabilidad de los tabulos dentinarios. En 1975 Arnold Loel sugiere el uso del
acido citrico por primera vez obteniendo resultados comparables al EDTA, por lo
gue se propone como el reemplazante ideal en caso de no contar con este ultimo
(Carlin 1957; Otsby 1957; Loel 1975; Wayman y cols. 1979).

Si bien el AC cumple una funcién similar al eliminar la porcién inorganica del
barro dentinario y su efecto desmineralizante es equivalente al del EDTA, estudios
in vitro han demostrado que tiende a ser mas biocompatible ya que se ha visto
mayor viabilidad celular sin alteraciones en la proliferacion de éstas en cultivos de
fibroblastos y macréfagos al estar en contacto con este compuesto (Amaral y cols.
2007; Khedmat y Shokouhinejad 2008; Scelza y cols. 2010; Cruz-Filho y cols.
2011; Prado y cols. 2011). De la misma manera, en estudios in vivo se ha
observado una respuesta inflamatoria menor del tejido 6éseo mandibular en
contacto con AC, con una menor cantidad de infiltrado inflamatorio y
permeabilidad vascular comparado con la reaccion inflamatoria de este tejido al
estar en contacto con EDTA (Malheiros y cols. 2005; Scelza y cols. 2010). EI AC al
entrar en contacto con los tejidos organicos produciria a nivel de los macréfagos
una menor activacion de la enzima Oxido Nitrico sintetasa inducible, encargada de
producir éxido nitrico que activa la producciéon de citoquinas proinflamatorias e
induce la diferenciacion de osteoclastos. Ademés el AC es una molécula esencial
en el metabolismo celular y posee un bajo peso molecular (Krebs 1970; Gyurko y
cols. 2005; Do Nascimento y cols. 2006; Pappen y cols. 2009; Kandaswamy y
Venkateshbabu 2010).

Se ha descrito también accion antibacteriana del AC ante cepas como
Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli y Candida albicans, aunque no es
efectiva ante biofilms de Enterococcus faecalis (Krause y cols. 2007; Nagoba y
cols. 2008; Arias-Moliz y cols. 2009; Mortenson y cols. 2012; Nakamura y cols.
2013).
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En relacidon a las concentraciones del AC utilizadas en endodoncia, a pesar
de no existir diferencias significativas entre distintas concentraciones y su tiempo
de exposicion respecto a la resistencia a la fractura de raices tratadas
endodonticamente, la concentracion ideal de este acido es una solucion al 10%
por su menor citotoxicidad y menor efecto proinflamatorio, ya que a partir de
concentraciones iguales o superiores a 15% se ha observado menor viabilidad
celular en estudios in vitro (Navarro-Escobar y cols. 2010; Scelza y cols. 2010;
Prado y cols. 2013; Arslan, Barutcigil, y cols. 2014).

1.3.MEDICACION INTRACANAL

La medicacién intracanal corresponde a la administracion local de un
farmaco con buena biocompatibilidad al interior del SCR para ejercer un efecto
antimicrobiano y mantener la asepsia entre una sesién y otra, y que permita
posteriormente la obturacion del canal radicular (OCR) (Kawashima y cols. 2009).
Sus objetivos son eliminar bacterias que pueden persistir después de la
instrumentacion, neutralizar residuos téxicos y antigénicos remanentes, reducir la
inflamacion de los tejidos periapicales, disminuir los exudados persistentes en la
zona apical y actuar como barrera contra la filtracion de la obturacion temporal. Su
uso estd indicado en el tratamiento de dientes infectados o necropulpectomias
(Gatewood 2007).

Existe una gran variedad de antisépticos utilizados como medicamentos
intracanaliculares, incluyendo compuestos fendlicos, aldehidos, compuestos
halogenados, antibidticos, gluconato de clorhexidina e hidroxido de calcio; los mas
usados hoy en dia corresponden a los dos ultimos mencionados anteriormente
que presentan mejor actividad antibacteriana, mejor biocompatibilidad vy

estabilidad bioquimica (Walton y cols. 2003; Law y Messer 2004).

1.3.1. DIGLUCONATO DE CLORHEXIDINA
La clorhexidina (CHX) es una biguanida cationica sintética (Figura N°6), que
posee dos anillos simétricos de 4-clorfenil y dos grupos biguanidinos conectados

por una cadena hexametileno central (Kandaswamy y Venkateshbabu 2010).
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Figura N°6: Estructura quimica de la CHX (Diomedi y cols. 2017)

Su carga positiva le da caracteristicas lipofilicas, interactuando asi con las
cargas negativas de lipopolisacéaridos y fosfolipidos de la pared celular bacteriana,
aumentando la permeabilidad de ésta al alterar el equilibrio osmoético permitiendo
el ingreso de la molécula al interior de la bacteria. Como actua a nivel de la pared
bacteriana, actla sobre bacterias Gram positivas, Gram negativas e incluso
hongos como Candida albicans (Bernardi y Teixeira 2015). Ademas, es esta
misma carga la que le da la propiedad de sustantividad, es decir que su efecto
perdura luego de su aplicacion al unirse a la estructura dentaria, retardando la
colonizacion bacteriana. La duracién del efecto depende de la cantidad de
moléculas disponibles para interactuar con la dentina y se ha descrito una
sustantividad que va desde 12 horas en boca hasta 12 semanas colocada en el
interior del SCR (Rosenthal y cols. 2004; Paquette y cols. 2007; Mohammadi y
Abbott 2009).

En el ambito odontolégico, se ha utilizado digluconato de clorhexidina en
concentraciones que varian entre 0,1 al 2% para controlar el biofilm oral, para la
prevencion de caries y en endodoncia como solucién irrigante y medicacion
intracanal. A bajas concentraciones (desde 0,2%) la CHX ejerce un efecto
bacteriostatico, al permitir la salida de sustancias de bajo peso molecular a través
de la membrana celular como fésforo y potasio. A altas concentraciones (desde
2%) su efecto es bactericida, provocando la precipitacion del contenido
citoplasmatico (Kandaswamy y Venkateshbabu 2010). Su accién bactericida sera
inmediata si el vehiculo en el que esta la CHX al 2% es acuoso, pero si es un gel
su accion tardara alrededor de 45 minutos (Wang y cols. 2007). Sin embargo,
pese a que su efecto bactericida es tan efectivo como el del NaCIlO, no disuelve

tejido organico por lo que no puede ser utilizada como Unica solucion irrigante y se
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ocupa como irrigacion complementaria o como medicacion intracanal (Davis y
cols. 2007; Gatewood 2007).

1.3.2. HIDROXIDO DE CALCIO

El hidréxido de calcio (Ca(OH)2) se usa en la practica endodontica tanto en
la OCR siendo un componente de algunos cementos selladores, para terapias de
recubrimiento pulpar y como medicacion intracanal dadas sus propiedades
antisépticas, bactericidas a nivel local y su capacidad de inducir aposicion de tejido
calcificado (Mohammadi y Dummer 2011). Ademas, tiene la capacidad de
controlar exudados inflamatorios, presenta biocompatibilidad y es estable en el

tiempo (Kawashima y cols. 2009).

Sin embargo, sus propiedades antisépticas no son tan efectivas en
comparacion con otras sustancias, siendo la CHX 2% mas efectiva contra cepas
resistentes como E. faecalis y C. albicans. Aunque se ha propuesto la mezcla
entre Ca(OH)2 y CHX, esto no mejora las propiedades antibacterianas del

hidroxido de calcio (Ferreira y cols. 2015).

1.4.INTERACCIONES ENTRE IRRIGANTES
Se han sugerido diversos protocolos de irrigacion para conseguir los
objetivos clinicos de la PQM. Uno de ellos propone la utilizacién de NaCIO para
disolver el tejido organico, EDTA para eliminar la porcion inorganica del barro
dentinario y el uso de CHX para aumentar el espectro antimicrobiano y otorgar

sustantividad durante el tratamiento (Haapasalo y cols. 2010).

Sin embargo, la solucién irrigante que se utiliza primero no puede ser
eliminada por completo antes de aplicar la siguiente solucion en el SCR dada su
complejidad y variaciones anatdmicas. Por lo tanto los irrigantes entran en
contacto dentro del canal y pueden reaccionar formando subproductos que
interfieren entre los materiales de medicacion u obturacion y la superficie
dentinaria, comprometiendo la desinfeccion y el sellado 6ptimo del SCR (Basrani y
cols. 2007; Bui y cols. 2008).

La interaccion entre NaClO y CHX genera un precipitado anaranjado-
marron (Figura N°7), producto de una reaccion acido-base. La CHX actua como
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acido dicationico y el NaClO como base alcalina. Este precipitado es neutro e
insoluble y se le ha asociado con paracloroanilina (PCA), 1-amina-4-cloro-benceno

o0 p-cloroanilina, aunque la composicion quimica precisa no esta establecida

(Basrani y cols. 2007; Marchesan y cols. 2007; Haapasalo y cols. 2014).

Figura N°7: Imagen del precipitado producto de la interaccién entre NaCIO y CHX.

Si bien la presencia de NaClO permite la formacion de PCA en forma
proporcional a la concentracion de NaClO, se ha descrito que la CHX, en
presencia de calor, luz y un ambiente alcalino, se hidroliza y forma PCA, por lo que
no se recomienda su uso con ultrasonido donde se alcanzan temperaturas sobre
los 45°C (Bui y cols. 2008). También se ha descrito la formacion de PCA en
soluciones de CHX 2% almacenadas por 7 dias en condiciones de humedad
relativa del 95% y a 36,5°C (Barbin y cols. 2013).

Se ha descrito que la PCA al estar en contacto directo con la piel, al ser
inhalada o al ser digerida tiene efectos toxicos relacionados con la formacion de
enlaces covalentes con hemoglobina y proteinas del higado y rifiones, generando
problemas en el transporte de gases a través de la sangre e incluso produciendo
anoxia (World Health Organization 2003). En pruebas toxicolégicas en animales, la
exposicion repetida a esta sustancia produce cianosis y metahemoglobinemia
como primeros sintomas, para después manifestar cambios en los parametros

hematolégicos, hepaticos, esplenomegalia y hemosiderosis en el bazo, higado y
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rinones, acompafada de hematopoyesis extramedular causada por una hemalisis
excesiva inducida por la PCA. Considerando todo esto, es que el nivel maximo
tolerable de exposicion humana del compuesto es de 2 pg/kg de peso/dia (Basrani
y cols. 2010).

Existe evidencia de que la PCA es carcinogénica para animales, los que al
estar expuestos a este compuesto generan tumores infrecuentes (fiborosarcomas y
osteosarcomas) (Ward y cols. 1980; Chhabra y cols. 1991). En humanos se han
reportado intoxicaciones durante el proceso de produccion de quimicos para la
agricultura, en la fabricacion de pigmentos y colorantes para textiles, cosméticos y
productos farmacéuticos. La Organizacion Mundial de la Salud y la Agencia
Internacional de Investigacion sobre el Cancer la incluyen en la lista de sustancias
2B como potencial carcinogénico (International Agency for Research on Cancer
1993).

A nivel endoddntico la PCA precipita y oblitera los tubulos dentinarios,
donde ademas se adhiriere a las paredes del canal dificultando su eliminacion e
interfiriendo con la medicacion intracanal y la penetracion del cemento sellador
(Bui y cols. 2008; Akisue y cols. 2010; Kim 2012). Sin embargo, no existen
estudios que demuestren sus efectos potencialmente dafinos a nivel local y
sistémico (Haapasalo y cols. 2014). Algunos estudios han determinado y
cuantificado la presencia de este compuesto, que posiblemente contiene PCA y se
ha visto que la formacién de precipitado esta en directa relacion con la cantidad de
NaClO residual y la capacidad de distintos irrigantes intermedios para optimizar la
remocién de NaClO previo a la irrigacion o medicacion con CHX 2% (Riquelme y

cols. 2016; Alegre y cols. 2017; Quiroz y cols. 2017; Yévenes y cols. 2017).

Por lo tanto, para evitar la formacion de estos subproductos, el irrigante
principal debe ser eliminado por completo o ser reducido a la minima
concentracion de modo que no interactie para formar subproductos. Para ello, se

ha sugerido el uso de irrigantes intermedios (Haapasalo y cols. 2010).

1.5.SOLUCIONES UTILIZADAS COMO IRRIGANTES INTERMEDIOS
Corresponden a soluciones que se ocupan entre las soluciones irrigantes

principales o previo a la medicacion intracanal con el objetivo de lavar, diluir o
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remover el irrigante residual del SCR y evitar las interacciones entre ellos. Se han
propuesto varias soluciones como agua destilada estéril, suero fisiolégico (NaCl
0,9%), peroxido de hidrogeno, peroxido de urea y compuestos yodados, de los
cuales ninguno tiene capacidad de disolver tejidos y sélo el Gltimo posee accion

antibacteriana (Haapasalo y cols. 2010).

Si bien el NaCl 0,9% como irrigante intermedio es usado ampliamente para
bajar la concentracién de NaClO, no elimina por completo su presencia en el SCR
al igual que el uso de agua destilada (Riquelme y cols. 2016; Alegre y cols. 2017).

El uso de soluciones quelantes como irrigantes intermedios han mostrado in
vitro resultados favorables en relacion a evitar la formacién de PCA (Fuenzalida y
cols. 2017). EI EDTA y el acido citrico (AC), al interaccionar con NaClO producen
una reaccion exotérmica que genera gas cloro (Cl2), disminuyendo el ion cloro
disponible para formar el precipitado con CHX, siendo el AC mas eficiente que el
EDTA para captar el ion cloruro (Baumgartner e Ibay 1987; Rossi-Fedele y cols.
2012). Ademéas, AC no genera ningun tipo de precipitado al interaccionar con CHX
a diferencia del EDTA, el cual forma un precipitado blanco lechoso producto de

una reaccion acido-base (Mortenson y cols. 2012; Prado y cols. 2013).

En la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile se utiliza un
protocolo de irrigacion endodéntica que incluye NaClO al 5,25% como irrigante
principal, y en algunas situaciones terapéuticas utiliza CHX 2% como medicacion
intracanal, utilizando NaCl 0,9% como irrigante intermedio previo a la aplicacion de
la medicacion. Sin embargo, estudios recientes han detectado la presencia de
PCA vy otros precipitados al utilizar este protocolo, por lo que se hace necesario
buscar otras alternativas que eviten la formacién de estos subproductos que
podrian afectar los resultados del tratamiento endododntico (Bui y cols. 2008;
Alegre y cols. 2017).

Se ha estudiado y considerado el uso de soluciones gquelantes como una
alternativa de irrigante intermedio para evitar la formacién del precipitado. Se ha
analizado el uso de EDTA y se ha visto que in vitro disminuye la formacion, pero
no la evita completamente (Fuenzalida y cols. 2017). Otra solucion quelante que

pudiera utilizarse con este propésito es el AC que como ya se ha mencionado, se
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utiliza en endodoncia para la remocion del componente inorganico del barro
dentinario (Akisue y cols. 2010; Khadse y cols. 2014). Por lo tanto, el objetivo de
este estudio es determinar ex vivo el efecto del acido citrico al 10% en la
formacion de PCA al ser utilizado como irrigante intermedio entre NaCIlO al 5% y la

medicacion intracanal con CHX 2%.
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2. HIPOTESIS

El uso de &acido citrico al 10% como irrigante intermedio entre hipoclorito de
sodio al 5% y digluconato de clorhexidina al 2% es mas efectivo que el suero

fisiol6gico para disminuir la formacion de p-cloroanilina en modelo ex vivo.

3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GENERAL

Comparar ex vivo la formacion de p-cloroanilina al utilizar acido citrico o
suero fisiolégico como irrigantes intermedios entre hipoclorito de sodio al 5% y

digluconato de clorhexidina al 2%.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la concentracion de hipoclorito de sodio en las etapas previas a
la medicacion con digluconato de clorhexidina al 2% al utilizar acido citrico al 10%

o0 suero fisiolégico como irrigantes intermedios.

Determinar la concentracion de p-cloroanilina formada al utilizar acido
citrico al 10% o suero fisiol6gico como irrigantes intermedios entre hipoclorito de
sodio al 5% y digluconato de clorhexidina al 2%.

Comparar la formacion de p-cloroanilina al utilizar acido citrico al 10% y

suero fisiolégico como irrigantes intermedios.
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4. METODOLOGIA
Este estudio es de caracter prospectivo, experimental, descriptivo y

comparativo ex vivo.

4.1.SELECCION DE MUESTRAS
En el presente estudio se realizé la comparacion de la concentracion de
PCA después de utilizar suero fisiolégico como grupo control y acido citrico al 10%
en el experimental como irrigantes intermedios entre NaCIO al 5% y CHX al 2%.
En este contexto, la formula matematica que permitié calcular el tamafio muestral
“n” para la comparacion de dos medias (SEQC, 2008) fue la siguiente (Figura
N°8):

2(za + 23)252

n

Figura N°8: Ecuacién de célculo de tamafio muestral para comparacién de dos medias (SEQC,
2008).
Zq €s el valor z correspondiente al riesgo deseado; zg es el valor z correspondiente a la potencia
estadistica deseada; s, es la varianza de la variable cuantitativa que tiene el grupo control; d es el

valor minimo de la diferencia que se desea detectar.

Para la aplicacion de esta formula se utilizé el dato de desviacién estandar
(s) del grupo control en un estudio previo donde se determiné el contenido residual
de PCA que se produce al utilizar suero fisiol6gico como irrigante intermedio entre
NaClO al 5% y CHX al 2% (Tabla N°3) (Alegre y cols. 2017).

Tabla N°3: Concentraciéon de PCA medida en
estudio de Alegre (2017)

Concentracion minima 0,00004012%

Concentracion maxima  0,0013235%

Concentracion promedio 0,0007312%
Desviacion estandar 0,0002230
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Basado en este estudio, también se estableci6 el valor minimo de diferencia
que se desea detectar (d), este valor corresponde a la diferencia entre la
concentracion promedio y la concentracion minima de PCA, teniendo un valor de

0,00033 en este caso.

Por lo tanto, si se acepta un riesgo de 0,05 (za = 1,96) y una potencia
estadistica del 90% (zg = 1,282), se tiene que (Figura N°9):

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

n = 9,59996

Figura N°9: Calculo de tamafio muestral (n).

Se corrobord esta medicion utilizando el software Calculadora de tamafio
muestral GRANMO (Institut Municipal d’Investigacio Medica (IMIM) 2012),
adicionando como dato que se desea una razon del n de 1:2 entre el grupo control
y el grupo experimental debido a que en estudios experimentales a medida que las
repeticiones aumentan, las estimaciones de las medias observadas se hacen mas

precisas.

Segun el software utilizado, se precisé un n = 10 para el grupo control y un
n = 20 en el grupo experimental para detectar una diferencia igual o superior a
0.00033 (Institut Municipal d’Investigacié Médica (IMIM) 2012), resultado que se
condice con el resultado obtenido previamente en la ecuacion de célculo de

tamarfo muestral (Figura N°9).

4.2.OBTENCION DE MUESTRAS
Se seleccionaron 30 dientes humanos permanentes maduros, sanos y
unirradiculares extraidos por indicacion ortodoncica, y que al analisis radiografico
presentan un calibre del canal radicular medio o amplio en los tercios cervical y
medio y calibre medio en el tercio apical, ademas de una raiz y canal recto o con
curvatura leve. Las muestras fueron obtenidas de pacientes cuyo rango etario

estuvo comprendido entre los 16 y 30 afios.

Las exodoncias de dichos dientes se realizaron en la Clinica Odontoldgica

de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, en la clinica
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correspondiente al curso de Cirugia Maxilofacial de cuarto afio de la carrera,
previo consentimiento informado adscrito al proyecto FIOUCH 13-015 y aprobado
por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile (N°20140505) firmado por el paciente o apoderado, segun correspondiera
(Anexo 4). El procedimiento se realiz6 bajo anestesia local con vasoconstrictor y
una vez realizada la exodoncia, los dientes fueron limpiados y debridados
mecanicamente con curetas para luego ser almacenados en NaCl 0,9% hasta su
uso. Se tomaron radiografias a todos los dientes, y se seleccionaron aquellos que

cumplian con los criterios anatémicos de inclusion.

4.3. TRATAMIENTO ENDODONTICO DE LAS MUESTRAS
Los dientes seleccionados fueron divididos aleatoriamente en dos grupos:
un grupo control (n = 10) y un grupo experimental (n = 20). Al grupo control se les
realiz6 un tratamiento endodontico segun el protocolo clinico de irrigacion y
medicacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, detallado en

el Anexo 5.

Para la aspiracion y recoleccion de las diferentes soluciones producidas
durante las fases del tratamiento se utilizé un dispositivo disefiado ad-hoc
(Creacion del Dr. Mauricio Ruiz Nolf) que se muestra en la Figura N°10 y se

describe en el Anexo 6.

Figura N°10: Dispositivo toma de muestras Dr. Mauricio Ruiz Nolf

Se recolectaron 13 muestras por cada diente en los siguientes momentos:

1. Después de realizar la comunicacion con la cavidad pulpar,
permeabilizar el canal radicular y finalizar los desgastes compensatorios,

durante la irrigaciéon con 3 ml de NaClO 5%.
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2. Al finalizar la preparacion de los tercios cervical y medio del canal
(flare) con fresas Gates-Glidden, durante la irrigacion con 3 ml de NaClO
5%.

3. Al realizar la preparacion del tercio apical, se recolecta con cada lima
hasta la lima maestra (LM), K #40, durante la irrigaciéon con 3 ml de NaCIO
5%.

4, Al realizar el retroceso (Step-Back) hasta unir la instrumentacion del
tercio apical con la preparacion de los tercios cervical y medio, durante la
irrigacion con 3 ml de NaClO 5%.

5. Irrigacion con 1 jeringa de 3 ml. de suero fisiologico (NaCl 0,9%). Se

seca después de la recoleccion con conos de papel.

6. Se repite el paso anterior.
7. Se repite el paso anterior
8. Irrigacion con 1 jeringa de 3 ml. de EDTA al 10% por 1 minuto. Se

seca después de la recoleccion con conos de papel.

9. Irrigacion con 1 jeringa de 3 ml. de suero fisiologico (NaCl 0,9%). Se

seca después de la recoleccion con conos de papel.
10. Se repite el paso anterior.
11.  Se repite el paso anterior

12. lrrigacién con 1 jeringa de 3 ml. de CHX 2%. Se seca después de la
recoleccion con conos de papel y se obtura realizando la técnica de doble-
sellado (motita de algodén estéril, Fermin® y cemento de vidrio-iondbmero

de fraguado quimico) y se sella el apice con cera rosada.

13. Posterior a 7 dias de ser almacenado el diente en NaCl 0,9% a 37°C,
se elimina el doble sellado, se repasan las paredes del canal con LM y se
irriga con 3 ml de CHX 2%.

Estos 13 volumenes fueron guardados en frascos de vidrios cerrados para

ser llevados al laboratorio y realizar su analisis.
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A los dientes del grupo experimental se les aplico el mismo protocolo clinico
de irrigacion y medicacion descrito anteriormente, pero en ellos se sustituyo el
suero fisiolégico por &cido citrico al 10% en las Fases 5, 6, 7, 9, 10 y 11, utilizando
el mismo volumen que el suero fisiolégico, es decir, el equivalente a tres jeringas
de irrigacion de 3 ml por 30 segundos, cada vez que corresponda segun el

protocolo.

Para la realizacion del tratamiento endoddntico se utilizaron los siguientes

materiales:

Tabla N°4: Materiales para procedimientos clinicos

e Turbina, micromotor y contra-angulo convencionales

e Dispositivo para latoma de muestras (Anexo 3)

» Piedras de diamante redondas de alta velocidad N°12, N°14.
SS White Burs, Inc.1145 Towbin Avenue Lakewood, New Jersey 08701,
USA.

e Fresas carbide redondas de baja velocidad N°12 y N°14
SS White Burs, Inc.1145 Towbin Avenue Lakewood, New Jersey 08701,
USA.

e Fresas Endo Z ® de baja velocidad
Dentsply-Maillefer, Chemin du Verger 3, 1338 Ballaigues, Suisse.

e Fresas Gates Glidden N° 1-2-3
MANI, INC. 743 Nakaakutsu, Takanezawa, Shioya, Tochigi 329-1234,
Japan.

e Jeringas de Irrigacion, Monoject ®.
Covidienlic, 15 Hampshire, Mansfield, MA 02048 USA.

e Limas tipo Kerr Subserie, 1lera Serie Flexofile y 2da Serie, Maillefer®,
25 mm
Dentsply-Maillefer, Chemin du Verger 3, 1338 Ballaigues, Suisse.

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

e Hipoclorito de Sodio 5%.
NaCl, Sigma-Aldrich 3050 Spruce St. St. Louis, MO 63103 USA.

e Clorhexidina Digluconato solucion topica 2%.
Chlorhexidine Digluconate solution 20% in H20, Sigma-Aldrich 3050
Spruce St. St. Louis, MO 63103 USA.
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e EDTA 10%
EDTA, Merck Millipore, Frankfurter Str. 250, 64293 Darmstadt, Germany.

e Cloruro de Sodio 0,9%
J. T. Baker, Mallinckrodt Baker, S.A. de C.V. Xalostoc, 55320, Edo de Mex.
Mexico, made in USA printed in Mexico.

e Acido citrico 10%
Citric acid, Merck Millipore, Frankfurter Str. 250, 64293 Darmstadt,
Germany.

e Cemento provisorio Fermin®
DETAX GmbH & Co KG, Carl-Zeiss-Str. 476275, Germany.

e Cemento de Vidrio lonémero de fraguado quimico Chemfil®
DENTSPLY DeTrey GmbH 78467, Konstanz, Germany.

4.4.PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO
Las muestras recolectadas fueron trasladadas a tubos Eppendorf (1,5 ml),
refrigeradas y centrifugadas a 10.000 rpm durante 5 minutos con el fin de
precipitar posibles residuos presentes y posteriormente se procedié a su analisis

quimico.

Se midié la concentracién del NaClO desde la fase 1 a la fase 11 y la
concentracion de PCA fue medida en las fases 12 y 13. Las muestras fueron
analizadas mediante espectrofotometria, previo a obtener su espectro de
absorcion en el rango UV-visible (200-800 nm) y la curva de calibracion

correspondiente.

Debido a la presencia de un precipitado inespecifico en los tubos Eppendorf
de las fases 12 y 13, se procedié a su analisis por espectrometria infrarroja para
intentar identificar si correspondia a CHX, AC, PCA o una molécula distinta.

Los materiales utilizados en todos los procedimientos de laboratorio fueron

los siguientes:
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Tabla N°4: Materiales y reactivos para procedimientos de laboratorio

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

e Tubos Eppendorf 1,5 ml
Biologix Group Limited, No0.2766 Ying Xiu Road, High-Tech Industrial
Development Zone Jinan, Shandong 250101 P.R. China.

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

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

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

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

e Sulfamato de Amonio.
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh., Munich, Germany

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

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

e Espectrofotometro UNICAM ® UV-530/VIS
ThermoSpectronic Unicam Ltd., 820 Linden Avenue, Rochester, NY
14625, USA.

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

e Espectrémetro de infrarrojos Agilent ® Cary 630
Aligent Technologies, Inc., 4380 Ziegler Road, MS 23, Fort Collins, CO
80525, USA.

e Liofilizador ilshinBioBase © FD8508/8512/8518
iIShinBioBase Co. Ltd., 1075-1, Sangpaedong, Dongducheonsi,
Gyeonggido, South Korea.




23

4.4.1. Determinacion de NaClO
Con los valores de absorbancia de las muestras a un Awvax. de 292 nm., se
determind la concentracion de NaClO en una curva de calibracién obtenida con

estandares de hipoclorito, cuyos valores de absorbancia son menores a 2.

1.8
1.5

1.01

Absorbance

0.5
A = 53,095 x [NaClO] - 0,010; R2 = 0,923

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

Concentration

Grafico N°1: Curva de calibracion del NaCIO.
[NaClO]: Concentracion de NaCIlO. A: Absorbancia.

En aquellos casos donde la absorbancia de la solucion fuese mayor al
rango que comprendia la curva de calibracion, es decir las primeras cuatro
muestras, éstas fueron diluidas con agua destilada. En aquellas muestras donde la
concentracion estaba dentro del rango de la curva de calibracion, en las muestras

5ala 7, no se realizo dilucion alguna.

Una vez obtenidos los valores de absorbancia, éstos fueron transformados
en concentracion mediante la ecuacion de la curva de calibracion (Figura N°11).
Las muestras diluidas fueron multiplicadas segun el factor de dilucién para

conocer la concentracion original del irrigante en la muestra.

A+ 0,010

[NaClO] = 53,095

Figura N°11: Ecuacion de la curva de calibracion.

[NaClO]J: Concentracion de NaClO. A: Absorbancia
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4.4.2. Determinacion de PCA

Segun el protocolo para la deteccion de PCA en soluciones de digluconato
de clorhexidina descrito por la Farmacopea Europea y modificado por Alegre y
cols. (The European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare and

Council of Europe 2009; Alegre y cols. 2017), se realizo:

A 1 ml de muestra se agregaron 250 uL de acido clorhidrico diluido (73g/L)
y se diluy6é hasta 2ml. Luego se agregaron 36 uL de nitrito de sodio (solucion
100g/L), 200 pL de sulfamato de amonio (soluciéon 50g/L), 500 uL naftil
etilendiamina dihidrocloruro (solucion 1g/L) y 100 pyL de alcohol (Solucion etanol

96%). Finalmente se diluy6 hasta 5 ml con agua y se dejé reposar por 30 minutos.

Empleando los valores de absorbancia de las muestras coloreadas a un
Avax. de 552 nm., se determind la concentracion de PCA. La curva de calibracion
mostrada en el Gréafico N°2 corresponde a la curva de calibracién de PCA obtenida

a partir de soluciones estandar de p-cloroanilina con valores de absorbancia

menores a 2.
0.6
%
@
2 0.4]
L]
2
Q
a "
<< 0.2
A = 397,957 x [PCA] — 0,0239; R2 = 0,990578
0.0 . . I
0.0000 0.0005 0.0010 0.0017

Concentration

Gréafico N°2: Curva de calibracion de PCA.

A: Absorbancia. [PCA]: Concentracion de PCA

Los valores de absorbancia fueron reemplazados en la ecuacion de la curva
(Figura N°12) donde se obtuvo finalmente la concentracion de PCA en las fases

donde se aplicé la medicacion con CHX al 2% (Fase 12 y 13).
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(PCA] = A+ 0,0239
~ 397,957

Figura N°12: Ecuacion de la curva de calibracion de PCA (Reyes, 2015).
A: Absorbancia. [PCA]: Concentracion de PCA

4.4.3. Analisis por espectrometria infrarroja

Después del procedimiento se detectdé en las paredes de los tubos
Eppendorf utilizados en las etapas 12 y 13, correspondientes a la medicacion con
CHX 2%, un precipitado opaco grisaceo e inespecifico. Se analizd este
precipitado, obtenido por la mezcla de CHX 2% y AC 10% en una proporciéon 1:1,
mediante espectrofotometria de infrarrojos por transformada de Fourier de
reflexion total atenuada (ATR-FTIR) por transmisién. Se formaron dos fases, una
superior de aspecto coloidal y color similar al precipitado encontrado en las
paredes de los tubos. La fase inferior corresponde a un liquido translicido. Ambas
fases y muestras de CHX 2% y AC 10% fueron deshidratadas por liofilizacion para

ser analizadas por ATR-FTIR.

Esta metodologia analitica permite una estimacion de las moléculas
presentes en una sustancia desconocida al identificar patrones espectrales de
grupos funcionales especificos, segin la masa de los &tomos involucrados, la
fuerza de los enlaces y su carga que influenciaran que tanto se estrechan o

deforman los enlaces de los grupos funcionales involucrados.

4.5.ANALISIS DE DATOS

Para conocer las diferencias entre las concentraciones medidas de NaCIlO y
PCA en el grupo control y en el grupo experimental, los datos fueron analizados a
través del test estadistico Shapiro-Wilk para determinar el tipo de distribucion, en
el cual se observd que correspondia a una distribucién no normal. Por lo anterior,
fueron sometidos al test de Mann Whitney para establecer la significancia de las
diferencias encontradas utilizando el software estadistico GraphPad Prism v6.01,
fijando un intervalo de confianza del 95% aceptando diferencias estadisticamente

significativas cuando p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1.Concentracion de NaClO
Utilizando las ecuaciones de las curvas de calibracion y valores de
absorbancia obtenidos de las muestras se determiné la concentracion de NaClO
en las etapas previas a la aplicacion de EDTA 10% correspondientes a la
preparacién quimio-mecanica y a las primeras diluciones con irrigante intermedio.
A continuacion, se muestran los resultados del grupo control con el grupo

experimental y la comparacion entre ambos.

Concentracion de hipoclorito de sodio en fases 1a 7
6 Bl Suero: NaCl 0,9%

mm Acido Citrico 10%
| II I' Ii I'
2/
/

0.024

[NaCIO]

**

4

N YV % ™ o © %

0.014

0.00-

Gréfico N°3: Concentracidn de hipoclorito de sodio en las fases 1 a 7.

La concentracion de NaClO del 5% disminuy6 levemente en las primeras 4
etapas de la PQM del canal radicular, pero no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre estas etapas en el grupo control, ni en el
grupo experimental ni al ser comparadas entre si (p>0,05). Durante las etapas 5, 6
y 7 correspondientes a irrigacion intermedia si se produjo una marcada

disminucién de la concentraciéon de NaClO residual dentro del canal.
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Concentracion de hipoclorito de sodio en fases 5a 7

0.0201 B Suero: NaCl 0,9%
mm Acido Citrico 10%
0.015-

0.0104

[NaCIO]

0.0054

f\

o © A

0.000+

Grafico N°4: Detalle de la concentracion de hipoclorito de sodio en las fases 5,6y 7,

correspondientes a irrigacion intermedia. ** = p<0,05

El gréfico 4 detalla la disminucién de NaClO presente en el canal al aplicar
cada irrigante intermedio. La concentracion de NaClO disminuyé en ambos
grupos desde concentraciones de 5% a concentraciones menores a 0,02%. Sin
embargo, no existid una diferencia estadisticamente significativa en la disminucion
de la concentracion de NaClO en el grupo experimental en comparacion con el

grupo control, excepto en la etapa previa a la aplicacion de EDTA (p<0,05).

5.2.Concentraciéon de PCA
Utilizando la curva de calibracion y la absorbancia obtenida luego de
someter las muestras al protocolo de identificacion de PCA previamente descrito,
la concentracién de este compuesto fue determinada en aquellas muestras donde
CHX al 2% fue aplicada, tanto en el grupo control (Tabla N°7) como en el grupo
experimental (Tabla N°8) y fueron comparadas entre si para observar la existencia

de diferencias estadisticamente significativas (Grafico N°3).



Concentracién de paracloroanilina en fases 12y 13

0004' *¥k
0.003+
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0.001+
0.000
NZ

**

N

Bm Suero: NaCl 0,9%
mm Acido Citrico 10%

Grafico N°5: Concentracion de paracloroanilina en fases 12 y 13.

**x = n<0,001 ** = p<0,005
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Una vez medicado con CHX al 2% se observé la presencia de PCA en

ambas fases. Para la primera fase (Fase 12) existe una diferencia

estadisticamente significativa entre el grupo control y el grupo experimental con un

p<0,001. En la fase 13 que corresponde a la segunda aplicacién de CHX una

semana después se observa una diferencia significativa con un p<0,005.

5.3.Andlisis en FTIR-ATR

Los espectros de FTIR por transmitancia entre nimeros de onda 4000-400

cmtde la fase coloidal AC-CHX, la fase liquida/solucién AC-CHX, el acido citrico y

la clorhexidina se muestran en el grafico N°6.
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Gréfico N°6: Espectros obtenidos por ATR-FTIR de Clorhexidina (verde), Acido citrico (azul) y de

fase coloidal (negro) y fase liquida (rojo) formada a partir de la mezcla entre las dos primeras

soluciones.

Si bien los espectros de transmitancia tanto del coloide (negro) como de la
fase liquida (rojo) son distintas entre si y sus constituyentes, estas contienen
seflales de grupos funcionales tanto de CHX (verde) como de AC (azul) con
intensidades variables. El coloide (negro) y la fase liquida (rojo) presentan distintas
sefiales de transmitancia indicando que tienen estructuras quimicas diferentes; sin
embargo, en los espectros se pueden observar bandas vibratorias especificas que
dan cuenta de algunos grupos funcionales en comun con CHX (verde) y AC (azul),

con distintas intensidades entre si.

La fase coloidal presenta sefiales correspondientes a grupos aromaticos,
grupos iminos, aminos secundarios y a enlace cloroalcano, similares a las
encontradas en el espectro de transmitancia de CHX, donde la intensidad de la
seflal es especialmente menor en lo que corresponde a grupos aromaticos.
También existe una sefial que evidencia un cambio de una amina secundaria a

una primaria o una amida primaria. En cambio, la fase liquida tiene sefiales de
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grupos aminos secundarios, grupos carbonilos y grupos metilenos similares a CHX
y a AC.

Figura N°13: Diferencia de opacidad entre tubos Eppendorf de fases 13 y 4, que sefialan la

presencia de un precipitado en las paredes del primero.

Figura N°14: Imagen del precipitado coloidal y fase liquida de la interaccién entre AC y CHX.
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6. DISCUSION

La instrumentacion y la irrigacién son etapas fundamentales del tratamiento
endodontico, por lo que el conocimiento de las caracteristicas individuales y de los
efectos e interacciones de las soluciones quimicas utilizadas dentro del SCR es
tan importante como sus efectos a nivel de los tejidos periapicales (Kandaswamy y
Venkateshbabu 2010; Basrani y Haapasalo 2012; Haapasalo y cols. 2014; Jena y
cols. 2015). Los resultados obtenidos en esta investigacion sugieren que el uso de
acido citrico como irrigante intermedio reduce la concentracién final de PCA
posterior a la medicacién con CHX al 2%, si se compara con suero fisiolégico,
pero no la evita completamente. Esta disminucion en la concentracion de PCA
podria disminuir el riesgo de los efectos toxicos de la PCA en los tejidos
periapicales.

Las caracteristicas acidas de las soluciones quelantes utilizadas en
odontologia, como el &cido citrico, cambian el equilibrio i6nico del &cido
hipocloroso proveniente de NaClO, provocando que aumente la cantidad de
protones, bajando el pH de la solucién e incrementando la cantidad de ion cloruro
disponible, que finalmente forma gas cloro (Cl2) el que es liberado (Christensen y
cols. 2008; Rossi-Fedele y cols. 2012; Prado y cols. 2013). La concentracion de
AC utilizada en este estudio fue al 10% y no al 50% como en estudio de
Baumgartner, en el que afiadieron una solucion de AC al 50% en NaClO al 5,25%
y se observlo que liber6 significativamente mas Clz que al usar EDTA al 15%
(Baumgartner e Ibay 1987). En nuestro estudio se obtuvo una menor
concentracion de NaClO en el grupo control a diferencia del grupo experimental
con AC, sugiriendo que favorece su accion quelante sobre las paredes del canal,
lo que alteraria en menor medida el equilibrio i6nico del hipoclorito. Otra
explicacion es que sustancias originadas por la accion de AC presentes en el SCR
pudiesen absorber luz a la misma longitud de onda que NaClO, situacion que no

se da con el control.

El contacto entre NaClO 5% y CHX 2% forma PCA con una coloracion
anaranjada muy fuerte. La coloracion de este subproducto decrece junto a una
mayor dilucion en agua del hipoclorito de sodio, influyendo directamente en la

formacion de PCA (Akisue y cols. 2010; Prado y cols. 2013; Riquelme y cols.
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2016). Aun con concentraciones bajas de NaClO, el precipitado anaranjado esta
presente en forma de solucion y no como precipitado que es potencialmente
cancerigeno (Basrani y cols. 2007; Marchesan y cols. 2007; Haapasalo y cols.
2014). Otros autores sugieren que el precipitado que se forma no es PCA al ser
analizado por espectrometria por resonancia magnética nuclear, sino que puede
ser paraclorfenilurea (PCU) o paraclorofenilguanidil-1,6-diguanidilhexano (PCGH)
(Thomas y Sem 2010; Nowicki y Sem 2011; Orhan y cols. 2016).

Al analizar las concentraciones de PCA medidas se observa que éstas son
mucho mayores en el grupo control, situaciéon ya descrita por Prado y cols. que
sefialan que AC inhibe la concentracién de PCA, a pesar de las lecturas de NaClO
en las etapas previas mostraron todo lo contrario. Esta reduccion de PCA en
presencia de AC fue comprobada por curvas espectrales realizadas a las
soluciones de NaClO, AC y la mezcla NaCIO/AC. Estas curvas como se pueden
ver en la Figura N°15 muestran una desaparicion de la sefial de NaClO en la
mezcla NaCIO/AC. Esto también se refuerza por la deteccién de PCA, que es una
espectrometria mas especifica y la presencia de interferencias es menos probable.
Dicho esto, la utilizacién del irrigante intermedio experimental en este estudio tuvo
significativamente menor concentracibn de este subproducto potencialmente
cancerigeno, siendo estos resultados similares a los obtenidos en estudios previos
(Mortenson y cols. 2012; Khadse y cols. 2014).
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Figura N°15: Curvas espectrales de AC (rojo), NaCIlO (azul) y mezcla NaCIO/AC (verde).
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Ademas, se pudo detectar que la combinacion de AC con CHX genera una
reaccion acido-base en donde ambas soluciones generan subproductos. Otros
estudios describen la reaccion entre ambos como una dilucién y no se detectaron
subproductos (Akisue y cols. 2010; Rossi-Fedele y cols. 2012; Prado y cols. 2013;
Arslan, Gok, y cols. 2014). Sin embargo, en nuestro estudio fueron detectados dos
subproductos distintos, donde uno de ellos tiene el potencial de interferir en el
resultado de tratamiento endododntico, obliterando los tdbulos dentinarios. Esta
reaccion es de similares caracteristicas a aquella entre la CHX y el EDTA, en la
cual también produce un precipitado blanco, que se compone de CHX y el
guelante, sugiriendo que es una sal entre sus estructuras cationicas y aniénicas
respectivamente (Rasimick y cols. 2008; Prado y cols. 2013; Fuenzalida y cols.
2017). La ausencia de este precipitado en estudios anteriores puede deberse a
gue no presenta un color caracteristico que llame la atencion para ser identificado
recubriendo las paredes del SCR, ademas que para formar este precipitado en
laboratorio se necesita un régimen de formacion lento, y la adiciébn de exceso de

AC a la solucion rompe el equilibrio quimico y se disuelve el precipitado existente.

Con la informacion entregada por el FTIR-ATR, se puede decir que no
existe contaminacion de las muestras de CHX y AC, ya que sus curvas son
similares a los estandares de la base de datos de espectrometria del Instituto
Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada de Japon (National Institute
of Advanced Industrial Science and Technology 2016). Se puede ademas inferir
que existe una reaccion quimica entre CHX y AC formandose dos compuestos
distintos, que corresponde a una reaccién donde la CHX es catalizada por el AC,
en la que CHX actia como cation y el AC como anion citrato. En esta reaccion
guimica, uno de sus enlaces imino es reducido, generando asi una amina alifatica
o también podria ser reemplazado por un oxigeno y formarse una amida alifatica,
correspondiendo al desplazamiento de la sefial de nimero de onda entre 1700 y
1600. Ademas, se deduce que este compuesto tendria un solo grupo clorfenilo por

su sefal de transmitancia con menor intensidad.

Por lo anterior, se podria sugerir la estructura quimica del coloide como
paraclorofenilguanidil-1,6-carbamidilurea (Figura N°16), que es una de las

impurezas detectadas en la fabricacion de CHX por la Farmacopea Europea (The
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European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare and Council of
Europe 2009). Ademas, el coloide estaba adherido a las paredes de polipropileno
de los tubos Eppendorf y no pudo ser disuelto en agua ni en alcohol, si en una
solucién &cida. Esto sugiere que la molécula propiamente tal tiene una polaridad
muy baja y se une a través de fuerzas de Van der Waals (Elmendorp y
Schoolenberg 1995). Otra opcidn es que corresponda a otro tipo de molécula que
incluya al menos los grupos funcionales paraclorofenil, guanidil y amida en su
composicion. La fase liquida en solucién podria corresponder a una sal de citrato o
acido tricarboxilico, ya que sus sefiales de transmitancia son similares a AC y

corresponderian a la disolucién en medio acido del precipitado antes mencionado.

N NN

FJ

T
0 NH

Cl

NH  NH
N)I\N/”\N
H H H

Figura N°16: Estructura quimica de paraclorofenilguanidil-1,6-carbamidilurea o [[6-[[[(4-
clorofenil)carbamimidoil]carbamimidoil]-amino]hexyl]carbamimidoillurea (The European Directorate
for the Quality of Medicines & HealthCare and Council of Europe 2009).

Con todo lo anterior, la diferencia significativa encontrada entre la menor
presencia de PCA en el grupo experimental en comparacién con el grupo control
también podria ser explicada por la mayor formacién de este coloide a expensas
de PCA, pues este coloide presenta el grupo funcional anilina, evitando asi una

mayor precipitacion de este.

Respecto a los resultados del grupo control, éstos son similares a estudios
anteriores que demuestran que la solucion salina al 0,9% no logra reducir la
completamente concentracion de NaClO residual, y no impide la formacion de
PCA, sino solo que reduce su precipitacion (Krishnamurthy y Sudhakaran 2010;
Mortenson y cols. 2012; Riquelme y cols. 2016; Alegre y cols. 2017; Quiroz y cols.
2017).
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Si se asume que el volumen intracanal es de 0,1 ml o 100 uL, y que PCA
tiene el potencial de afectar los tejidos periapicales y por ende exponer al cuerpo a
este quimico potencialmente cancerigeno, y considerando que la dosis méaxima
tolerable de PCA segun la Organizacion Mundial de la Salud corresponde a 2
Mg/kg de peso/dia, entonces podemos decir que el protocolo de irrigacion
intermedia con AC tiene un nivel de exposicion menor a 0,30 ug y por ende, sin
riesgos de exposicion a los efectos toxicos de PCA segun la OMS (International
Agency for Research on Cancer 1993; Basrani y cols. 2010).

Este estudio, al ser ex vivo, presenta limitaciones para proponer la
aplicacion de este protocolo experimental para uso clinico, al menos hasta que se
realicen mas estudios de biocompatibilidad y de compatibilidad con los materiales
de OCR (Malheiros y cols. 2005; Amaral y cols. 2007; Olmos Fassi y cols. 2009;

Navarro-Escobar y cols. 2010).

Otro aspecto a considerar es que el uso de dos sustancias quelantes en un
mismo protocolo podria tener un efecto importante en la estructura de las paredes
del SCR, ya que la estructura dentinaria interna presenta mayor grado de erosion
acida cuando el contacto con estas sustancias es por mas de un minuto
(Machado-Silveiro y cols. 2004; Pérez-Heredia y cols. 2008; Reis y cols. 2008;
Prado y cols. 2011). Otros autores clasifican el efecto desmineralizante de AC
como tiempo-dependiente y pH-dependiente, por lo que se podria esperar que la
irrigacion con este quelante en varias etapas del tratamiento podria no sélo
eliminar el barro dentinario, sino también erosionar la dentina intertubular y
peritubular, debilitando la estructura dentinaria y su microdureza (Di Lenarda y
cols. 2000; Ayad 2001; Eldeniz y cols. 2005; De-Deus y cols. 2006; Reis y cols.
2008; Cruz-Filho y cols. 2011).

El conocimiento de alternativas adicionales para ser usadas como
soluciones irrigantes intermedias que permitan reducir las concentraciones de
PCA al minimo y que no generen otro tipo de precipitados que interfieran con los
objetivos del tratamiento endodontico es de suma importancia clinica, por lo que

se sugiere comparar distintas soluciones quelantes con otras soluciones
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intermedias alternativas que permitan determinar la soluciéon intermedia ideal entre

NaClO y CHX, para posteriormente comprobar su efectividad clinicamente.

Finalmente, el presente trabajo indica que el &cido citrico al 10% como
irrigante intermedio entre hipoclorito de sodio al 5% y digluconato de clorhexidina
al 2% no impide la formacién de paracloroanilina, pero si reduce su concentracion
a niveles mas que aceptables para evitar los riesgos téxicos respecto a suero
fisiologico. Sin embargo, este resultado se produce a expensas de la formacion de
un precipitado que requiere estudios adicionales que evallen su estructura y
efectos bioldgicos a nivel general y local en los tejidos periapicales para poder

validar este protocolo clinico.

7. CONCLUSIONES

El uso de &cido citrico al 10% como irrigante intermedio entre NaCIO al 5%
y CHX al 2% disminuye la concentracion de p-cloroanilina de manera mas efectiva
que el suero fisiologico al 0,9% al momento de la medicacion intracanal y 7 dias

posterior a la misma.
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completa eliminacion del tejido pulpar inflamado, bacterias y otros restos de tejidos dentro del canal
radicular, es realizada gracias a la limpieza mecanica y guimica del interfior de los canales
radiculares y en ocasiones se dejan medicaciones enire sesiones de limpieza al interior de los
conductos.

Los tipos de imigantes quimicos de desinfeccion en ocasiones reaccionan, generando productos
que a largo plazo pueden ser nocivos para los tejidos peridentarios, si éstos no son completamente
eliminados (ejemplos: Paracloroaniling, como resultado de la interaccion de Hipoclorito de Sodio al
5% y Clorhexidina al 2%).

Dado gue los protocolos de lavado numca han buscado establecer exactamente la cantidad de
esios productos potencialments toxicos producides al interior de los canales radiculares, y que
eventualmente explicarian algunos de los fracasos a largo plazo de estas terapias, este estudio
pretende analizar la concentracion real de estos productos al interior del canal después de cada
lavado durante el tratamiento endodéntico, usando el protocolo de imigacion de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile. De esta forma, la Unica variacion en el protocolo de
tratamienio endodantico serd el proceso de toma de muestra de fluidos intracanalares, que
nomalmente son descartados por secado. Asi, se pretende verificar que las tecnicas endodonticas
preconizadas estan siendo dptimas y seguras para la salud, o de otro modo mejorar los protocolos.
Este estudio busca evidencias que ratifican las técnicas que nos han permitido por afics mantener
los dientes desvitalizados en boca, evitando asi el dramatico desdentamiento de la poblacion.

Los investigadores se han comprometido a verificar en cada etapa la presencia de estos productos
immmdm“sym{mudeemmdmmdeehs,hmasegmmmgdehs
individuos tratados realizando lo necesanio para gque no gueden vestigios de rl.qfnga-ncﬂt-'
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Esta investigacion se enmarca en los principios de respeto a los derechos de los participantes y los
garantiza en todos los procadimientos, metodologias y procesos de investigacion, asi como en el
manejo divulgacion y archivo de los datos que se obtendran.
Los protocolos de tratamiento son los realizados a todos los pacientes en forma nitinaria en la
clinica Odontolagica de la Facultad de Odontologia y para ello los pacientes son informados de los
riesgos y beneficios de este tratamiento en el esquema del sistema asistencial donde la clinica y el
odontdlogo especialista tratante responde y garantiza el tratamiento.
Los participantes seran informados del fin de esta investigacion v la investigadora principal se ha
comprometido a asegurarse de la comprension de ella por los participantes al firmar un documento
de Consentimiento Informado.

En consecuencia, el Comité Efico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la

Universidad de Chile, Aprusba por unanimidad de sus miembros el estudio: Determinacion del
Contenido Residual de P-Cloroanilina Ex Vo y em  Humanos, Producide en un Tratamiemto
Endodontico Tras la Utilizacion de Hipoclorito al 5% y Clorhexidina al 2%°. Proyecto FIOUCH,
version del 14 de Mayo, 2014, bajo la conduccion de la Dra. Silvana Maggiolo Depto. Odontologia
Conservadora. Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.
Una vez finalizado el estudio gl comité deberd ser informado de los resufiados
mediante cana fommal o envio electrdnico del infome fingl, Este Comité se reserva el derecho de
monitorear este proyecto si lo considera necesario y el investigador debera, bajo mutuo acuerdo,
presentar los antecedentes solicitados.

'_‘_.-"'._ bh”‘
Dra. Maria Angélica Torres V.
Presidente CEC-FOUCh

CIC. Investigador Principal.
Secretaria C.E.C.

Jde2
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9.2. Anexo 2: Autorizaciéon extension proyecto FIOUCh, 2016

FACILELPALY

ml ODON TOLOG LA

gl - HINERELDAL DECHILE

Santiago, 9 de noviembre de 2016

Mat.: Autoriza extension proyecto FIOUCH

Sefior

Dr. Ismael Yévenes L.
Investigador Responsable
Proyecto FIOUCHh 13-015
Presente

Estimado Dr. Yévenes:

En respuesta a su carta donde solicita promoga del Proyecto FIOUCh 13/015, se le
recuerda que en carta DIFOQ N° 014572015 del 27 de agosto de 2015 vya tuvo una
extension de plazo por 6 meses, que era hasta diciembre de 2016. Por tanto, el comite
en esta oportunidad otorga el aplazamiento por 6 meses mas, siendo hasta junio de
2017, cuando sus informes académico y econdomico deberan ser entregados en forma
impostergable.

Sin otro particular, saluda atentamente a usted,

/

/.f
/
o

Dra. Denisse Bravo Rodriguez
Directora de Investigacion

Srwe onmazden Seh beone o A e o e fan o i e odemidogignchibel SOl Pl O3k 38 FSSITIRS Datee o D e AR TSR SR D3 RS 00 _
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9.3. Anexo 3: Autorizaciéon extension proyecto FIOUCh, 2017

FACILELPALY

ml ODON TOLOG LA

R L MIVERELDALD DE CHILE

Santiago, 16 de octubre de 2017
Mat.: Autoriza extension Proyecto FIOUCh.

Sefior

Prof. Ismael Yévenez Lopez
Investigador Responsable
Provecto FIOUChH 13/015
Presente

Estimado Prof Yévenez:

En respuesta a su carta de fecha 16 de octubre del afio en curso, donde solicita
extender por un afio, el plazo del Proyecto FIOUCh 13/015, tiulado:
“Determunacion del contenido residual del p-cloroamilina (PAC) ex vive v en
humanos producido en un tratamienfo endodontico tras 1a utilizacion de hipoclorito
al 5% v CHX 2%, mformo a usted que su solicitud ha sido autorizada. Por lo
tanfo, el plazo de término del mencionado proyecto serd el 31 de diciembre de
2018.

Sin otro particular, saluda atentamente a usted,

Dr. Alfredo€riollo C.
Director de Investigacion

ACGrem.
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9.4. Anexo 4. Consentimiento informado para donacion de dientes para

investigacion (donantes adultos)

H Fecha de edicién: Stgo, 4 de Mayo de 2014

SIOMTOLOG A

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DOMNACION DE DIENTES PARA
INVESTIGACION
(Donantes Adultos)

Mombre de Estudio: “Determinacion Del Contenido Residual De P-Cloroanilina Ex Vivo ¥
En Humanos Producido En Un Tratamiento Endodontico Tras La
Utilizacion De Hipoclorto Al 5% % Clorhexidina Al 206"

Investigador Responsable: Dra. Silvana Maggiolo
Depto. Odntologia Conservadora.
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.
Sergio Livingstone Pohlhammer 943,
Independencia, Santiago.
Fono: 29781838, E-mail: silvanamaggiclo@gmail.com

Mombre del Patrocinante: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile

Proyecto revisado y aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile.

Presidente CEC:  Dra. Maria Angélica Tomes
CEC-FOUCh. 4° pizo Edificio Admnsitrativo
Facultad de Odontologia . U de Chile
Sergio Livingstone Pohlhammer 943, Independencia, Santiago.
Fono 29781703, en horarics de oficina
e-mail: cec.fouchi@odontologia.uchile.cl.

Nombre del
Participante:

Este Documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:
+ Informacion (proporciona informacion sobre el estudio para usted)
« Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar)

Se le dara una copia del Documento completo de Consentimiento Informado

Solicitamos a Usted su colaboracion con este estudio. Antes de decidir si colabora
0 no, debe conocer y comprender los aspectos gue se exponen a confinuacion. Siéntase
con absoluta libertad para preguntar sobre cualguier aspecto sobre el cual tenga dudas.
Una vez que haya comprendido el estudio v si usted desea colaborar, entonces ze le
pedira que fime este formulario.

1de3



EXPLICACION DEL PROYECTO

La invasion bacteriana en los canales de las raices dentarias es crucial para el
comienzo y mantenimiento de las enfermedades de las raices de los dientes. Cuando esto
ocurre, la altemativa de tratamiento mas conservadora y efectiva es el tratamiento de
conducto, de canales o tratamiento endodontico. El éxito de éste depende en gran
medida de una completa eliminacion del tejido pulpar inflamado, bacterias y otros restos
de tejidos dentro del canal radicular.

Para esto en [a sesion clinica se recurre a limpiar los canales con instrumentos
mecanicos y a lavar con productes quimicos. Sin embargo hay casos en los cuales esto
no es suficiente v hay que dejar una medicacion dentro de los canales de una sesion a
otra, el que ayuda a la desinfeccion del canal radicular.

Dentro de los imigantes quimicos mas usados vy efectivos esta el Hipoclorito de
Sodio al 5%, mientras que la medicacion infracanal se realiza en algunas ocasiones con
Clorhexidina al 2% (CHX 2%) o con Hidroxido de Calcio con suero, pero la CHX 2% es
mas facil de manipular. Se ha visto, sin embango, que al interaccionar el Hipoclonto de
Sodio al 5% y la CHX 2%, forman un compuesto llamado Paracloroanilina (PCA), de
color café-anaranjado, que dificulta el tratamiento endodontico obstaculizando el sellado
de los canales, ademas puede ser toxico para los tejidos que rodean al diente en
concentraciones mas altas.

Existen numerosas investigaciones que demuestran que la formacion del
compuesto de PCA se puede prevenir o al menos minimizar imigando en forma abundante
con suero fizsioldgico luego del uso de Hipoclorto de Sodio, procedimiento gue es
realizado sistematicamente en el protocolo de tratamiento de endodoncia usado en esta
facultad, pero se desconoce la concentracion final de este producto en los canales
radiculares después del uso de esta técnica de lavado.

El objetivo del presente estudio es estudiar la concentracion real de
paracioroanilina que se forma o no al interior del canal durante el tratamiento endodontico,
de dientes medicados con CHX 2%, v usando el protocolo de imigacion de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile, que busca evitar la formacion de éste. Asi
podremos analizar si nuestros fratamientos estan siendo optimos v seguros para la salud,
o si por el contrario deberemos realizar cambios en los imigantes ulilizados para lograr
este objetivo.

Lo hemos contactado porgue usted require la exiraccion de algunos dientes
que cumplen con los requisitos para este estudio (la extraccion de un diente sano por
indicacion protésica u ortodoncicas, sin enfermedad periodontal ni ofras enfermedades
generales); y quisieramos solicitar a Usted la donacion de los dientes extraidos.

Los dientes donados se utilizaran solo con el fin recién expuesto y no s
guardara ningln registro de su relacion con el donante. Ningun otro tipo de estudio se
realizara con los dientes . Una vez observados v descritos, los dientes seran destruidos v
eliminados siguiendo los protocolos de bioseguridad vigentes.

La obtencion de estas muestras en =i no presenta riesgos, ni costos
adicionales para usted, pero el financiamiento del proceso quirurgico de extraccion sera
su responsabilidad.

Mo existe ningln tipo beneficio inmediato por la participacion en el estudio ya
que los dientes a utilizar son normalmente desechados. Sin embargo, como consecusncia
de esta donacidn y de la investigacion a realizar s espera contribuir a aplicaciones
futuras en el ambito clinico. =

2de3
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Aclaraciones

+ La donacion del o los dientes es completamente voluntaria

* Mo habra ninguna consecuencia desfavorable para usted en caso de no aceptar la
invitacion.
Mo tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.
Mo recibira pago por su donacion.
Si usted desea conocer los resultados o iene cualquier pregunta puede hacerla
ahora o mas tarde, acudiendo a Av. La Paz 571, Facultad de Odontologia de
Universidad de Chile, Areas de Endodoncia o Quimica y comunicarse con la Dra
Maggiclo los dias Martes, Jueves o \iemes de 8 a 12 horas o al teléfono
20781839,

*  También puede contactarse con el Comité Etico Cientifico de la Facultad de
Odontologia cuyo presidente es la Dra. Maria Angélica Tomes, al fono 29781703,
en horariog de oficina o al mail cec_fouch ia.uchile.cl.

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido invitado a colaborar con la investigacion de “Determinacion Del Contenido

Residual De P-Cloroanilina Ex Vive ¥ En  Humanos Producido En Un Tratamiento
Endodontico Tras La Utilizacién De Hipoclorito Al 5% Y Clorhexidina Al 2%". Entiendo
que colaboraré donando los dientes gue me seran extraidos, los que seran utilizados para
la realizacion de tratamiento de canal y destruidos una vez tratados v observados. Sé que
no existen beneficios para mi persona y gue nNo S8 Me recompensara por participar. Se
me ha propercionado el nombre de un investigador que puede ser facilmente contactado y
su direccion de comeo electronico.
He leido la informacion proporcionada. He tenido la oportunidad de preguntar sobre
ella y se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado.
Consiento voluntariamente colaborar en esta investigacion donando mis dientes
extraidos.

Nombre del Donante

Firma

Santiago, ! j

Seccion a llenar por el Investigador o su representante:

He explicado al Sr{a)..ooeeeeeeeeeeeee e la maturaleza de |a
investigacion. He contestado a las preguntas en la medida de ko posible y he preguntado s tiene
alguna duda. Una vez concluida la sesidon de preguntas v respuestas, se procedic a firmar al
presente documento

Nombre y Firma del Investigador que toma el CI Fecha
Nombre y Firma del Investigador Principal Fecha
BN
Nombre y Firma del director del Centro o de su Representante ; f’fdii _K@
{37 TCOMITE
\2\ ...
\E, T
3de3d N -
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9.5. Anexo 5: Protocolo de irrigacion y medicacién de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile
PRIMERA SESION:

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

diamante de alta velocidad (0.12, 0,14) en esmalte, de acuerdo con el tamafio de la
camara pulpar del diente, refrigerando hasta llegar a dentina. En dentina se cortara
con fresas de carburo-tungsteno redondas de baja velocidad de acuerdo con la
anatomia del diente hasta realizar la comunicacion con la cAmara pulpar. Una vez que
se comunique se irrigard con 3 ml de NaClO al 5% en una Jeringa de Irrigacion
Monoject®. Se realizard el destechamiento con fresa Endo Z® o piedra tipo llama de
baja velocidad recorriendo el contorno del techo de la cadmara pulpar. Una vez
finalizado el destechamiento, se realizara el cateterismo con una lima K fina N° 10 o
15 graduada a dos tercios de la longitud aparente del diente medida en la radiografia
previa, irrigando durante todo el procedimiento con NaClO al 5%. =» Recoleccion N° 1
La siguiente etapa en el acceso seran los desgastes compensatorios que en dientes
anteriores corresponden al bisel incisal y desgaste de la convexidad palatina; en
premolares abordan las vertientes internas de las cuspides vestibular y palatina. Estos
desgastes seran efectuados con una piedra tipo llama o fresa Endo-Z de baja
velocidad.

2. Preparacion 1/3 cervical y medio (Flare): Con fresas Gates-Glidden en una secuencia

que se elige de acuerdo al calibre del canal en los tercios cervical y medio. Las fresas
deben graduarse a los dos tercios de la longitud aparente del diente (LAD) medido en
la radiografia previa. La secuencia para canales amplios sera 3-2-1, para canales
medios serd 1-2-1 y para canales finos sera un pre-flare con limas manuales y

posteriormente la secuencia 1-2-1 irrigando con NaClO al 5%. =» Recoleccién N° 2

3. Determinacion Longitud de Trabajo (LT): Se realizara introduciendo la lima hasta que

se visualice la punta de ésta por el foramen apical. Se dejara al ras con el foramen y
esa longitud sera definida como la longitud real del diente LRD, definiéndose la
longitud de trabajo (LT) a -1mm de la LRD.

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

cada paso de lima. = Recoleccion N° 3
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5. Retroceso (Step—Back): desde la LM hasta alcanzar el diametro de la Ultima fresa

Gates Glidden utilizada al realizar el flare (en la mayoria de los casos coincide con la
fresa Gates Glidden #1 diametro #50). Con esto se consigue unir la instrumentacion
del tercio apical con la preparacién de los tercios cervical y medio del canal (técnica
corono-apico-medial). Se Irrigard con NaClO al 5 % entre cada paso de lima. =

Recoleccion N°4

6. Secado del canal (con conos de papel estériles).

7. lrrigacion (IRR) con suero fisiologico. Irrigar con 3 jeringas de 3 ml cada una. =

Recoleccibn N° 5,6y 7

8. Secado (con conos de papel).

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

10. Secado (con conos de papel).

11.IRR__con suero fisiolégico. Irrigar con 3 jeringas de 3 ml cada una.
=>» Recoleccibn N° 9, 10y 11

12. Secado (con conos de papel).

13. IRR Final y medicacion con CHX al 2%. Irrigar y medicar con 1 jeringa de 3 ml. =

Recoleccién N° 12

14. Doble sellado: Se obturard la cavidad de acceso del diente con doble sellado,

Fermin® y Vidrio lonbmero de autocurado y se sellara el 4pice con cera rosada.
Luego, se pondra el diente en vial con suero fisioldgico y estufa a 37° Celsius por una
semana (tiempo habitual de medicacion intracanal), simulando las condiciones del

medio oral.

SEGUNDA SESION:

IRR con CHX 2%. Irrigar con 1 jeringa de 3 ml repasando con la LM.

=>» Recoleccion N° 13
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9.6. Anexo 6: Dispositivo para toma de muestras
El dispositivo para toma de muestras fue creado y disefiado por el Dr. Mauricio
Ruiz Nolf. Los materiales de construccion usados fueron elementos roscados de
bronce (niples, conos de expansion y tees), caferia de cobre recocido de 3/16” de
diametro, un frasco de vidrio con tapa roscable de 28 ml de capacidad,
aproximadamente 10 cm de manguera de poliamida negra de 3 mm de didmetro, y

una aguja de grado medico 23G.

En la figura N° 17 se muestra el esquema del dispositivo. El vacio del
eyector en al se transmite a través de la cafieria a2 y de la tee a3 hasta el interior
del contenedor de vidrio a4. El vacio dentro del contenedor a4 se aplica sobre la
manguera de poliamida a5 hasta la aguja a6. Finalmente, el vacio se ejerce en la
punta de la aguja en a7, lo que permite la succion de los fluidos contenidos dentro
de la cavidad pulpar en direccién al frasco contenedor a4.

Figura N°17: Dispositivo para la toma de muestras fabricado por el Dr. Mauricio Ruiz Nolf.



