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I RESUMEN

Titulo: “ANALISIS FISICOQUIMICO DE LA MEZCLA ENTRE HIPOCLORITO DE SODIO Y
CLORHEXIDINA DE USO COMERCIAL”.

Introduccion: Basrani y col. reportan que al combinarse hipoclorito de sodio (NaOCI) y clorhexidina
(CHX) se forma un precipitado rojo que contiene para-cloroanilina(PCA).” Compuesto que de
acuerdo con reportes de la OMS puede ser causa de metahemoglobinemia.” A la para-cloroanilina,
también se le han asociado efectos carcinogénicos.” Varios estudios han reportado la formacion de
este precipitado.”®*%® Sin embargo, estos han utilizado NaOCl y CHX grado reactivo y poco o nada
se ha reportado de presentaciones comerciales de estas soluciones, las cuales pueden tener
compuestos adicionales que podrian o no dar lugar a la formacion de un precipitado con propiedades

fisicoquimicas diferentes a lo reportado a la fecha por la literatura.

Objetivo: Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas que resultan de la combinacion entre el NaOCl

con la CHX en presentaciones de uso comercial y grado reactivo.

Metodologia: Tres presentaciones comerciales de NaOCl (5.25% y 2.0%) fueron combinadas con
dos presentaciones comerciales de CHX (0.12% y 2.0%) en proporcion de 1:1 para formar seis
grupos de evaluacion: GI(NaOCl 5.25% con CHX 0.12%), GII (NaOCl 5.25% con CHX 2.0%), GIII
(NaOCl 5.25% con CHX 0.12%), GIV(NaOCI 5.25 % con CHX 2.0%), GV(NaOCl 2.0% con CHX
0.12%) y GVI(NaOCl 2.0% con CHX 2.0% ). Como grupo control una presentacion grado reactivo
de NaOCl (6.0%) fue combinada con una presentacion grado reactivo de CHX (2.0%). El efecto
oxidante de NaOCl grado reactivo (6.0%) sobre las dos presentaciones comerciales de CHX (0.12% y
2.0%) fue evaluado en dos grupos denominados como grupos prueba (GP). En todos los grupos, se
determino la presencia del precipitado, se establecid su valor pH y se procedié al andlisis
espectroscopico mediante resonancia magnética nuclear (RMN de 'H) a fin de establecer la presencia

de PCA.
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Resultados: El grupo prueba 1 y el grupo de evaluacion GI adquirieron de forma inmediata un tono
ligeramente rojo sin formacion aparente de precipitado. En los grupos prueba 2 y grupo de evaluacion
G2 la formacion de precipitado rojo y de consistencia firme ocurrié de forma inmediata. En cambio
los grupos de evaluacion GIII y GV no presentaron cambio de color ni formacion aparente de
precipitado. En los grupos de evaluacion GIV y GVI la formacion de precipitado azul claro de
consistencia friable fue evidente de forma inmediata. Los espectros obtenidos al andlisis
espectroscopico en RMN de 'H demostraron la presencia de PCA en todos los grupos con excepcion
de los grupos prueba 1 y grupo de evaluacion G1 en donde las sefiales correspondientes a PCA no se

apreciaron.

Discusion y conclusiones: La formacion de precipitado fue evidente en los grupos en donde se
combind NaOCl con CHX al 2.0%. El precipitado rojo formado en los grupos prueba 2 y de

. . . 7,8,63,66
evaluacién G2 coincide con lo reportado por otros estudios.” ™%

En cambio el precipitado azul
formado en los grupos de evaluacion GIV y GVI no presenta antecedentes en la literatura. Los grupos
en donde se combino NaOCI con CHX al 0.12% no presentaron formacion aparente de precipitado de
lo cual podemos inferir que en la combinacion de NaOCl con CHX la concentracién de esta ultima
influye en la formacion de precipitados. La presencia de PCA fue evidente en casi todos los grupos
lo cual coincide por lo reportado en estudios anteriores.”® Sin embargo, en los grupos prueba 1 y de
evaluacién G1 no se apreciaron las sefales caracteristicas de PCA lo cual coincide con lo reportado

por Thomas,'? al parecer esto se debi6 a que la accion oxidante del NaOCI fue importante como para

degradar totalmente a la CHX y al PCA.
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| .LINTRODUCCION

El éxito del tratamiento endodontico se basa en la desinfeccion, preparacion y obturacion del
sistema de conductos radiculares.' La desinfeccion del conducto, previo a la obturacion es
considerada un requisito. La preferencia de un agente irrigante con propiedades antisépticas y el uso
empirico de agentes irrigantes con un amplio espectro antimicrobiano para el lavado del conducto,

reflejan la importancia de este requisito.

Si bien la preparacion biomecanica constituye el método primario para la desinfeccion del sistema de
conductos radiculares, esta por si sola no logra una adecuada desinfeccion, por lo que la irrigacion
quimica-mecanica suele ser considerada, con el propdsito de reducir la flora bacteriana intra-radicular
y remover fisicamente los residuos organicos e inorganicos que resultan durante la preparacion. En
adicion suele ser importante su efecto lubricante ya que este reduce la posibilidad de fractura de

instrumentos durante el proceso de instrumentacion.’

En la actualidad el irrigante de uso comun durante la preparacion, es el hipoclorito de sodio
(NaOCl) por su efecto antimicrobiano y su capacidad para disolver tejido pulpar vital o necrético.” A
pesar de estas propiedades, el NaOCl tiene desventajas como su toxicidad® y su incapacidad

antimicrobiana a largo plazo (sustantividad).’

Por tal motivo se ha sugerido combinar el NaOCI con otros agentes antimicrobianos como la
clorhexidina (CHX), buscando con ello aprovechar las propiedades bactericidas que cada solucion

ofrece.®’

Kuruvilla y K amath reportaron que la combinacion entre el NaOCl y CHX durante la
irrigacién reduce la flora microbiana al compararse con el uso individual de cada una de estas

soluciones.” Al respecto autores como Basrani y col. han sugerido tener precaucion al combinar
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estas soluciones ya que el uso aun de concentraciones bajas de NaOCI reaccionan con la CHX

produciendo un precipitado de color rojo-café «para-cloranilina».®

Estudios que reportan la formacion de este precipitado han utilizado soluciones grado
reactivo.*”'®"" Al momento la literatura no ofrece reportes acerca de las propiedades fisicoquimicas
que resultan de la combinacion entre NaOCl y CHX de uso comercial. Antes de considerar la
combinacion de agentes irrigantes como método alternativo para la irrigacion del conducto radicular,
es necesario conocer las caracteristicas fisicoquimicas que resultan de estas combinaciones, si sus
propiedades bactericidas justifican el valor de su combinacion y los posibles efectos nocivos al
organismo. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar las caracteristicas fisicoquimicas del
producto que resulte de NaOCl y CHX al combinarlos tanto en grado reactivo como en

presentaciones comerciales.

e ——
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| 2. MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES GENERALES

Lasala define a la irrigacion del sistema de conductos como «el proceso de lavado y aspirado de

todo remanente de tejido organico y sustancias antigénicas del interior del espacio pulpar».*

Estudios como el realizado por Bystrom y col. y Orstavik y col. concluyen que la sola
preparaciéon mecdnica no puede proporcionar la completa desinfeccion de los conductos
radiculares.” Esto debido a la compleja anatomia del sistema de conductos, donde son frecuentes los
istmos, deltas apicales, conductos accesorios y zonas que permanecen ocultas e inaccesibles a la sola
accion mecanica de corte de los instrumentos durante la preparaciéon del conducto radicular.'*" La
importancia bactericida de la irrigacion y su efecto sobre el resultado final del tratamiento ha

quedado demostrada por Bystrdm y Sundqvist y Paqué y col.'®

Durante la preparaciéon biomecédnica del conducto radicular, resulta imprescindible el uso de
agentes quimicos coadyubantes a la instrumentacion con capacidad bactericida, de disolucion del
tejido organico y cuyo efecto mecanico de arrastre logre eliminar del conducto remanente de tejido

organico, debris y sustancias antigénicas, capaces de mantener o iniciar una periodontitis apical.>"’

Soares y Goldberg mencionan que ademas de aprovechar su efecto bactericida, la irrigacién
debera ser capaz de disolver restos de tejido pulpar y eliminar todo tipo de agente antigénico alojados
al interior del conducto.'® En adicién la accion lubricante que el agente irrigante proporciona a la

instrumentacion, suele facilitar la conformacién del conducto con menor riesgo de accidentes. '’ El
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debris de viruta dentinaria y los escombros de tejido pulpar generado, suele ser eliminado por el

efecto mecanico de arrastre que genera el proceso de irrigacion.'”'®

Autores como Cathro, Zendher y Mohammadi mencionan que las propiedades ideales de las
soluciones irrigantes utilizadas deben incluir: un amplio espectro antimicrobiano, capacidad de
disolver los remanentes de tejido pulpar, capacidad mecanica de arrastre del barro dentinario o
disolverlo una vez que este se ha formado, de accién antimicrobiana a largo plazo, no ser toxicos,
tener buena disponibilidad, baja tension superficial, tensoactividad, bajo costo, una vida util adecuada
y facilidad de almacenamiento.'®'*?"?!

Los agentes quimicos para utilizarse durante el tratamiento endodontico, de acuerdo con Estrela

se clasifican en: %!

1. Compuestos halogenados:
Soluciones de Hipoclorito de Sodio en las siguientes concentraciones de cloro activo:
- Hipoclorito de sodio al 5% (soda clorada), al 2.5% (solucion de Labarraque), al 1% y al
0.5%
- Hipoclorito de sodio al 1% con 16% de cloruro de sodio (Solucién de Milton).
- Hipoclorito de sodio al 0.5% con 4cido boérico para reducir el pH (solucion de Dakin).
- Hipoclorito de sodio al 0.5% con bicarbonato de sodio (solucion de Dausfrene)
2. Tensoactivos:
- Tensoactivos anidnicos: lauril sulfato de sodio y lauril dietileno glicol éter sulfato de
sodio.
- Tensoactivos catidonicos: cloruro de benzalconio, cloruro cetilpiridino.
- Tensoactivos neutros.
3. Quelantes:
- EDTA
4. Acidos:
- Acido citrico
5. Peroxidos:
- Peroxido de hidrégeno
- Peroxido de urea

6. Otras soluciones
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- Clorhexidina
- Agua con hidréxido de calcio
- Solucion fisiologica
- Agua destilada
De todas las soluciones quimicas anteriormente mencionadas, el hipoclorito de sodio (NaOCl) es
el irrigante mas utilizado en el tratamiento endodontico debido a su efectiva actividad antimicrobiana

asi como a su capacidad de disolucién del tejido organico.”

El NaOCl fue en un principio recomendado por Henry Dakin como una solucion antiséptica para
irrigar heridas abiertas durante la Primera Guerra Mundial.”** Posteriormente, en 1920 Crane

describié el uso de la solucion de Dakin, por primera vez en la terapia endodontica.”

El NaOCl es una base fuerte (pH >11) con baja viscosidad lo que le permite una facil
introduccion dentro de la arquitectura del conducto, su vida 1til es aceptable, es facil de conseguir y
de bajo costo.”” A una concentracion de 1% presenta una tension superficial igual a 75 dinas/cm, una
viscosidad de 0.986 cP, conductividad de 65.5mS, densidad de 1.04% g/cm?® y capacidad de

humectacién igual a 1h y 27 min.*

El cloro es uno de los mas potentes germicidas conocidos, ejerce accidon antibacteriana en la
forma de acido hipocloroso no disociado. Al estar en solucion neutra o acida el 4cido hipocloroso no
se disocia y su accion bactericida es efectiva y acentuada. Segiin Dakin y Dunham, esa accion se
realiza por oxidacion de la materia orgénica, proceso por el cual, el cloro sustituye al hidrogeno del
grupo de las proteinas, que contiene gran niimero de aminoacidos.” El nuevo compuesto asi formado
pertenece al grupo de las cloraminas las cuales actuan sobre el metabolismo celular provocando la

oxidacion irreversible de los grupos sulfhidrilo de las enzimas bacterianas esenciales.***’

A pesar de las bondades que nos brinda como irrigante, el NaOCI también tiene caracteristicas que
nos demandan tener precaucion al utilizarlo. E1 NaOCI tiene un efecto cito-toxico cuando entra en
contacto con tejido vital, causando hemolisis, ulceracion, inhibicion de la migracion de neutréfilos,
dafio de las células endoteliales y fibroblastos.” Tiene olor y sabor desagradables, tiende a decolorar

la ropa, tiene potencial corrosivo y en algunos casos provoca hipersensibilidad.*'
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Otra de las desventajas que tiene el NaOCI es su incapacidad para brindar un efecto antibacteriano

de largo plazo (sustantividad), propiedad que si tiene la clorhexidina.*>****

La clorhexidina (CHX) es un agente quimico que ha sido recomendado para utilizarse durante la
irrigacién en endodoncia.” Fue desarrollada al final de los 40’s en los laboratorios de investigacion
de las Industrias Quimicas Imperiales.”® La clorhexidina es una bi-guanida catiénica sintética que
consiste en dos anillos simétricos de clorofenil y dos grupos de biguanidas, conectados por una

cadena central de hexametileno® (fig. 1).

Cl

Fig. I Representacion de la molécula de clorhexidina.

La CHX es una base,’” presentando su actividad antimicrobiana éptima en un pH de 5.5 a 7.0.%*
La presentacion mas comun de CHX para uso oral es en forma de gluconato de clorhexidina, la cual
es soluble en agua.’” De sus propiedades destacan su actividad antimicrobiana de amplio espectro y
su capacidad antimicrobiana de largo plazo denominada sustantividad.” Al respecto, White y col.

reportan que la CHX al 0.12% mantiene su actividad antimicrobiana hasta por 24hrs. mientras que a
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una concentracion del 2.0% su efectividad antibacterial se extiende por 72hrs.* Esta propiedad de la
CHX ha quedado también demostrada por otros estudios que reportan su actividad antimicrobiana
residual por un periodo que va desde 48hrs. las 12 semanas.*"*

La eficacia antibacteriana de la CHX se debe a la interaccion entre la carga positiva de su
molécula y los grupos fosfato cargados negativamente que se encuentran en las paredes de la célula
microbiana, alterando con ello el equilibrio osmotico celular. Esto incrementa la permeabilidad de la
pared celular,””* lo que permite a la molécula de CHX entrar en la bacteria causando precipitacion

del citoplasma impidiendo la reparacién de la membrana celular, provocando con ello la muerte
celular® (fig. 2).*

b) Grupos fosfato con

carga negativaen la
pared celular microbiona

Tremsporte

N ‘ Activeo o posive

i $alida de dddo
- nudeico adenosin
trifosfato
d) L.Iﬁ’ — ¢} La CHY interactiia con los grupos forfato de la

clula microbiomalo que alters &l equilibrio osmético ealular

Fig.2 Mecanismo de accion de la clorhexidina.
Figurada tomada del «Journal of Conservative Dentistry».*

No obstante las propiedades de la CHX, Segura y col. recomiendan evitar su salida al peridpice,
ya que puede reducir la adhesion de los macrofagos modulando los mecanismos de reparacion y las
reacciones inflamatorias e inmunoldgicas a nivel de los tejidos perirradiculares inflamados.” Se ha

reportado también que la actividad de este agente quimico se reduce al estar en contacto con
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dentina.***’ Sin embargo, la principal desventaja de la CHX es su incapacidad para disolver el tejido

1.49

pulpar*®® propiedad que si la tiene el NaOC

Debido a que el NaOCl y la CHX tienen propiedades que podrian ser complementarias entre si,
se ha sugerido combinar estos dos agentes quimicos durante el tratamiento endodontico como un

intento para mejorar la desinfeccion del sistema conducto radicular.

De acuerdo con Delany y col. 1982 durante el tratamiento endodontico estaria indicado iniciar la
irrigacion con NaOCl al 2.5% aprovechando la capacidad de disolucion de materia orgénica de este

agente y finalizar irrigando con CHX al 0.2% la cual brindaria sustantividad bactericida.*

Kuruvilla y Kamath 1998 compararon in vivo la eficacia antimicrobiana intraconducto del uso
individual y combinado del NaOCI al 2.5% y la CHX al 0.2%. Seleccionaron cuarenta casos de
dientes unirradiculares, necréticos y con aparente lesion periapical, los cuales dividieron en cuatro
grupos de evaluacion. En cada grupo tomaron muestras microbianas intraconducto antes de irrigar.
Posteriormente el primer grupo se irrigd con NaOCI al 5.25%, el segundo con CHX 0.2%, el tercer
grupo fue irrigado con una combinacion de NaOCI al 5.25% y CHX al .2%, mientras que el cuarto
grupo se irrigo con solucion salina al 0.9%. Una segunda muestra bacteriana intraconducto se tomo
para compararla con la primera muestra obtenida. Los resultados indicaron que la reducciéon de la
flora microbiana intraconducto fue mayor con el uso combinado de NaOCl y CHX en comparacion
con su uso individual,’ resultados que concuerdan con lo reportado por Joshi y col.” y Vijaykumar y

col.*

Sin embargo, se ha sugerido tener precaucion con la combinacion de estas dos soluciones ya que
se han reportado pigmentaciones de las paredes del conducto y formacion de precipitado de para-

cloroanilina.

2.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

Siqueira y col. 2002, al realizar un estudio in vitro para comparar la reduccion bacteriana
intraconducto producida por dos técnicas de instrumentacion y diferentes métodos de irrigacion,
reportaron una fuerte pigmentacion de la dentina cuando se mezclo NaOCIl con CHX y mencionan la

ausencia de reportes acerca de la importancia clinica de tal pigmentacion.”
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Vivacqua-Gomes y col. 2002 demostraron que el método de irrigacion utilizado durante el
tratamiento del conducto radicular interfiere con la microfiltracion coronal in vitro. En este estudio,
se observo la formacion de un precipitado de color café obscuro como resultado de la combinacion de
CHX en gel al 2% e NaOCI al 1%. Se reportd que este material viscoso pigmenta la dentina y se
adhiere a las paredes del conducto radicular probablemente actuando como una capa residual,
afectando la calidad del sellado de la obturacion y favoreciendo la microfiltracion coronal. El
precipitado pigmentando la dentina pudo observarse aun después de la irrigaciéon final con agua

destilada.>*

Zehnder 2006 sugiere una secuencia de irrigacion en donde el NaOCI se utilice durante toda la
instrumentacion, una vez que el proceso de conformacion se complete el conducto puede ser irrigado
con EDTA o con acido citrico y como agente final de la irrigacion se propone utilizar CHX. El autor
menciona que si el NaOCl esta aun presente en el conducto, la CHX agregada se precipitara en forma
de una masa café-rojiza. Por lo que sugiere secar el conducto con puntas de papel antes de la

irrigacion final con CHX para evitar la formacion de precipitados.”

Basrani y col. 2007 reportaron que la combinacion entre NaOCl y CHX da como resultado la
formacion de un precipitado cuyo espesor y tonalidad dependen de la concentracion a la que se utilice
el NaOCI (fig.3). Al respecto, los autores expresan su preocupacion sobre la relevancia que la
formacion de este precipitado pudiera tener sobre el sellado de la obturacion y el prondstico del

tratamiento.’

Fig. 3 Se pueden observar microtubos con diferentes concentraciones de Na OCl mezclados con CHX al
2.0%. Las concentraciones de NaOCI disminuyen de 6.0% (en el pri mer microtubo de izquierda a derecha) a
0.023% (en el noveno microtubo de izquierda a derecha). Los microtubos diez y once contienen solamente NaOCl
6% y CHX 2%, res pectivamente. Notese el cambio de color que va de café obscuro (izquierda) a ligeramente
anaranjado (microtubo 9), asi como la formacién de precipitados en diferentes cantidades en los primeros 5
microtubos (de izquierda a derecha).
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En el mismo estudio se analiz6 la composicion quimica del precipitado por medio de
espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) y espectrometria de masas (TOF-SIMS). Ambos
métodos mostraron la presencia de para-cloroanilina (PCA) en una cantidad directamente

proporcional a la concentracion de NaOCl (figs.4,5).
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Fig. 4. El espectro de masas de la para-cloroanilina (PCA) muestra un pico en las 127 amu.
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Fig 5. El espectro de masa del precipitado formado por la interaccion entre CHX 2.0% + NaOCI 3%
muestra picos en las 111, 127, 153, 170 y 195 amu. Lo cual demuestra la presencia PCA en el precipitado.

Respecto a la para-cloroanilina (PCA) se ha reportado que este compuesto es toxico.” Un
informe de la FAO y la OMS acerca de residuos de plaguicidas en los alimentos menciona que
cuando algunos insecticidas se descomponen producen metabolitos entre los que se encuentra el

PCA.*® Reportan que dosis altas de estos insecticidas pueden ocasionar metahemoglobina debido a la
oxidacién del PCA.>*
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Por su parte, Van der Vost y col. 1990 reportaron metahemoglobinemia en neonatos debido a la
intoxicacion por PCA.™ Ademas de su relacion con la disminucién de hemoglobina en sangre,
estudios realizados en animales han concluido que la para-cloroanilina puede ser un compuesto
cancerigeno.””*®" Sin embargo, hasta el momento se desconocen los efectos que este compuesto

podria tener sobre los tejidos periapicales.

Marchesan y col . 2007 mezclaron el NaOCl y la CHX a diferentes concentraciones y
proporciones. Los objetivos de este estudio fueron evaluar los metales presentes en el floculado
formado por la interaccion de los dos irrigantes mediante espectrometria de absorcion atomica.
Ademas se evaluaron el metanol, el hexano y el acido acético como posibles soluciones que pudieran
disolver el floculado, permitiendo con ello el uso clinico de dicha interaccion. Los resultados
reportaron la formacion de un floculado en todas las mezclas realizadas. El analisis quimico por
espectrometria demostro la presencia de Ca, Fe y Mg en dicho floculado. El metanol logro disolver el
floculado pero no se recomienda su uso in vivo. El acido acético, utilizado a una concentracion de
0.1mol/L debido a su baja toxicidad y biocompatibilidad, logro disolver el floculado aunque se

mantuvo la coloracion café de la solucion.®

Bui y col. 2008 reportaron que cuando el NaOCI es aspirado o secado con puntas de papel y aun
cuando se deja en el conducto radicular, su interaccion con CHX no deja una cantidad significativa de
precipitado en la superficie del conducto radicular. Sin embargo, la interaccion entre NaOCl y CHX
significativamente afecta la patenticidad de los tibulos dentinarios. Aparentemente la dentina y sus
tubulos albergan suficiente NaOCl que reacciona con la CHX, esto indicaria que una pequefia
cantidad del precipitado se queda en la dentina. La obliteracion de los tabulos fue significativa en los
los tercios medio y coronal. Los autores sugieren que la sustancia que cubri6 la superficie radicular y
que oblitero los tibulos dentinarios posiblemente se trata del precipitado descrito por Basrani y col.
2007 debido a que la superficie radicular estaba ligeramente tefiida. Esto podria afectar los sistemas
de obturacion tales como Resilon para el cual es necesario mantener una capa hibrida de dentina para
lograr un adecuado sellado, en este caso el precipitado estaria formando una interfase adicional entre

el sellador y la dentina lo cual podria afectar la calidad de la obturacion.*

Irala y col. 2009 realizaron un estudio cuyo objetivo fue verificar la formacion de un pigmento

oscuro al mezclar diferentes concentraciones de NaOCI con CHX. Sus resultados mostraron que en
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todas las mezclas realizadas hubo la formacion de un precipitado &mbar oscuro y que la cantidad del
mismo fue proporcional a la concentracion de NaOCI utilizada.” Lo anterior concuerda con lo
obtenido por Marchesan y col. 2007 quienes reportaron la formacion de un floculado café en todas las

proporciones y concentraciones a las que se mezclaron NaOCl y CHX.*

Basrani y col. 2009 utilizaron una técnica de disociacion para evaluar la presencia de una amina
aromatica (como el PCA) en la CHX al 2.0% a diferentes temperaturas (37°C y 45°C) y en el
precipitado formado por la combinacion entre NaOCl y CHX. Los resultados muestran la presencia

de aminas aromaticas en el precipitado y en la CHX a 45°C. °

Akisue y col. 2010 al estudiar el efecto que la mezcla entre NaOCl y CHX tiene sobre la
permeabilidad dentinaria reportaron que al combinar NaOCl 1% y CHX 2% se forma un precipitado
que actua como una capa de barrillo quimico reduciendo con ello la permeabilidad de la dentina en el
tercio apical, lo cual podria comprometer la difusién de la medicacion intraconducto y el sellado de la

obturacion.®

Thomas y Sem. 2010 realizaron un analisis por espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN de 'H) buscando determinar si la para-cloroanilina (PCA) se forma a partir de la mezcla de
NaOCl y CHX. Inicialmente, se obtuvieron los espectros del acetato de CHX y PCA puros (Fig. 6,7)
para tener un referente de las sefiales correspondientes a cada compuesto. Al evaluarse el espectro del
precipitado formado por la mezcla entre NaOCIl y CHX no se apreciaron las sefiales dobles propias
del PCA por lo cual se concluyo que la reaccion entre NaOCl y CHX no produce PCA a ninguna
cantidad cuantificable (fig. 8). '’ Los resultados de este estudio difieren de lo obtenido por Basrani y

cols. en estudios anteriores.’
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Fig 6. Espectro en RMN de "H correspondiente a CHX . Fig 7. Espectro en RMN de "H correspondiente a
para-cloroanilina (PCA).
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Fig 8. Espectro en RMN de 'H correspondiente
a la mezcla entre NaOCl y CHX.

Basrani y col. 2010 utilizando cromatografia de gas-espectrometria de masas (GC-MS)
evaluaron la composicion quimica del precipitado formado por la combinacion entre NaOCl y CHX.
Sus resultados mostraron ausencia de otros derivados de anilinas en este precipitado. Solamente se

encontro para-cloroanilina.®

Krishnamurthy, y Sudhakaran 2010, evaluaron el espesor maximo y la composicion quimica
del precipitado producto de la interaccion de NaOCl y CHX por medio de las pruebas Beilstein y HCI
y la técnica de resonancia magnética nuclear. Los resultados confirmaron la presencia de clorina en la
posicion para del anillo bencénico. Los autores concluyen que la interaccion entre NaOCl y CHX da
como resultado una sal neutra insoluble en forma de precipitado, lo cual puede prevenirse utilizando

alcohol absoluto y minimizarse utilizando agua salina y destilada como irrigantes intermedios.®
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I 3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la literatura se ha reportado la formacion de precipitados al combinarse NaOCl y CHX en
presentaciones de grado reactivo,”'” sin embargo no se encuentran antecedentes de lo que ocurre al

mezclar NaOCl y CHX de uso comercial.

Del precipitado formado se ha reportado que adquiere un tono rojo-café y que contiene para-
cloroanilina, compuesto toxico.””® Las caracteristicas mostradas por el precipitado hacen suponer
que de formarse por la combinacion de soluciones de uso comercial, este precipitado desde el punto
de vista clinico podria afectar el sellado del material de obturaciéon y con ello poner en riesgo el
prondstico del tratamiento endoddntico. Aunque se desconocen los efectos que tiene el precipitado en
contacto con los tejidos periapicales, los estudios mencionan que el precipitado contiene PCA,
compuesto que se ha reportado es un agente toxico.””®' Motivo por el cual resulta importante
identificar las caracteristicas fisicoquimicas que presenta la mezcla entre NaOCl y CHX de uso

comercial.

| 4. JUSTIFICACION

Es un hecho que la completa eliminacién de bacterias del sistema de conductos es un objetivo

inalcanzable con las actuales técnicas de preparacion, con las que se logra en el mejor de los casos
una importante reduccion de la carga bacteriana del conducto radicular.”” Este problema se debe a la
complejidad anatomica del sistema de conductos donde es frecuente que permanezcan zonas ocultas
a los procedimientos de desinfeccion, limpieza y conformacion sirviendo estas zonas como reservorio

de bacterias.'

Con el objetivo de mejorar la desinfeccion, se ha sugerido la combinacién de irrigantes.®®’" En
estas combinaciones se incluye al NaOCl y la CHX.® Al parecer el objetivo de combinar estas dos

soluciones es lograr mejores resultados en la desinfeccion del sistema de conductos al prolongar el
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efecto bactericida con una solucién menos toxica como lo es la CHX que podria sumarse a la
capacidad de disolucion del NaOCl sobre el tejido pulpar.*” Un paradigma es la combinacion entre
estos dos agentes, mientras que autores como Kuruvilla y col. reportan que esta combinacion fue
superior en un 82% al compararse con los resultados del uso de las soluciones por separado.® Otros
autores como Basrani y col. reportan que el uso combinado de estos dos agentes deberia ser evitado
debido a que forma un precipitado de color rojo-café’ que contiene para-cloroanilina (PCA),
compuesto reportado como responsable de metahemoglobinemia en humanos y efectos

carcinogénicos en ratas.’®®'

Por otra parte, la formacion de este precipitado bajo condiciones clinicas podria afectar la calidad
del sellado del material de obturacion permitiendo la microfiltracion y en ultima instancia el fracaso
del tratamiento endodoéntico.”* En la actualidad no existe evidencia en la literatura de las
caracteristicas fisicoquimicas del precipitado formado por la combinacién de NaOCl y CHX de uso
comercial ya que en los estudios anteriores estos dos irrigantes se han combinado utilizando
soluciones grado reactivo. Se debe tomar en cuenta que los productos de uso clinico pueden contener
sustancias que pudieran influir o no en la formacion de precipitados. Por lo cual, el presente estudio
tuvo como objetivo el evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de la combinacién entre NaOCl y

CHX de uso comercial.

5. HIPOTESIS

Las mezclas evaluadas en esta investigacion presentaran caracteristicas fisicoquimicas diferentes a lo
reportado por la literatura hasta el momento. Al compararse los grupos de evaluacion con el grupo
control presentaran caracteristicas fisicoquimicas diferentes. Los grupos de evaluacion presentaran

caracteristicas fisicoquimicas diferentes al compararse entre si.

| 6. OBJETIVOS |

6.1 OBJETIVO GENERAL
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Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de la combinacién entre NaOCl y CHX de uso
comercial.
6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar la formacion de precipitado en la combinacion entre diversas marcas comerciales de
NaOCl y CHX.
2. Comparar el pH de las diversas marcas comerciales de NaOCl y CHX, asi como en el
producto de su interaccion.
3. Determinar la presencia de para-cloroanilina en el producto de la interaccion entre diversas

marcas comerciales de NaOCl y CHX.

I 7. CLASIFICACION DEL ESTUDIO |

Clinico: porque los datos obtenidos son aplicables en la practica clinica.

Experimental: porque se manipularon variables en condiciones controladas.
Comparativo: porque se compararon los grupos de evaluacion entre si y con los grupos control en
busca de identificar sus diferencias o semejanzas.

Longitudinal: las variables en estudio fueron observadas a lo largo de un tiempo determinado.

CRITERIOS DE INCLUSION.,

En el grupo control se incluyeron solamente NaOCI grado reactivo y CHX grado reactivo.

En los grupos de evaluacion se incluyeron solamente soluciones de NaOCl y CHX de uso comercial.
Todas las soluciones utilizadas en este estudio fueron de reciente adquisicion y no se utilizaron para

otros fines mientras se llevo a cabo la fase experimental.

CRITERIOS DE NO INCLUSION.

En el grupo control no se incluyeron soluciones de NaOCl de uso comercial.

En los grupos de evaluacion no se incluyeron soluciones de NaOCl y CHX de grado reactivo.
Soluciones cuyos frascos estuvieran previamente abiertos.

Soluciones cuya fecha de expiracion hubiera ya vencido.
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8. MATERIAL Y METODO

En la realizacion del presente estudio se utilizaron las siguientes soluciones: CHX 99.5%, CHX
de uso clinico al 2.0% en su presentacion de gluconato de clorhexidina, CHX de uso clinico al 0.12%
en su presentacion de digluconato de clorhexidina , NaOCl al 6% grado analitico, NaOCl al 5.25% de

uso clinico, NaOCl al 2% de uso clinico e NaOCl al 5.25% de uso doméstico.

A cada una de las soluciones le fue asignado un c6digo, estos se muestran en la fig. 9.

AGENTE OXIDANTE CODIGO FUENTE DE CHX CODIGO
NaOCl grado reactivo NaOCl-6 | CHX grado reactivo al 99.5% CHX 99.5
HyCEL® Sigma-Aldrich®

NaOCl de uso doméstico al 5.25% | CXAO-525 | CHX de uso clinico al 2.0% GCHXCS-200

NaOCl de uso clinico al 5.25% VTAO-525 | CHX de uso clinico al 0.12% dGCHXB-012

NaOCl de uso clinico al 2% VTAO-200

Fig. 9 Se muestra el codigo asignado a cada solucion.

Todas las soluciones fueron conservadas a temperatura ambiente y en oscuridad hasta el
momento del estudio. En adicion a las soluciones de estudio, se empleo agua destilada, metanol,
cloruro de metileno, cloroformo y dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) para la preparacion de las

muestras que se sometieron al analisis de resonancia magnética nuclear (RMN).

En este estudio las soluciones CXAQO-525, VTAO-525 y VTAO-200 se mezclaron con
GCHXCS-200 y dGCHXB-012 formandose con ello 6 grupos de evaluacion (fig.10). El grupo
control se formo a partir de la mezcla de NaOCI-6 HyCEL® con CHX 99.5 Sigma-Aldrich®. Se
formaron dos grupos prueba a partir de la mezcla de NaOCI-6 HyCEL® con GCHXCS-200 y
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dGCHXB-012, estos grupos sirvieron como referente de la accion oxidante que tiene el NaOCl grado

reactivo sobre la clorhexidina de las soluciones de uso comercial (fig.10).

El estudio se realizo en tres fases experimentales:

Fase I. Consistio en evaluar la formacion de precipitado en la combinacion entre NaOCl y CHX
de uso comercial, mezclados en proporcion de 1:1 de acuerdo a lo descrito por Basrani y col.” Para
mezclar las soluciones se utilizaron microtubos de polipropileno de 1.5mL marca CRM Globe

(fig.11) y una micropipeta de 100-1000 pl marca Spinreact (fig.12).

En el grupo control, en los grupos prueba y en cada uno de los seis grupos de evaluacion se
registro el color de la mezcla, la formacion de precipitado y consistencia del mismo. La consistencia
del precipitado se determind por el contacto entre el dedo pulgar y el indice, reportandose de la
siguiente manera:

0 SUELTO: sin coherencia.

1 MUY FRIABLE: el material se desmenuza bajo muy ligera presion, pero se une cuando se le

comprime.

2 FRIABLE: el material se desmenuza facilmente bajo ligera o moderada presion entre pulgar e

indice.

3 FIRME: el material se desmenuza bajo moderada presion entre pulgar e indice.

4 MUY FIRME: el material apenas es desmenuzable bajo fuerte presion entre pulgar e indice.

5 EXTREMADAMENTE FIRME: el material se desmenuza solamente bajo una presion muy

fuerte, no se puede desmenuzar entre pulgar e indice.

La informacion obtenida se registré en una hoja de recoleccion de datos (Anexo 1). De acuerdo a
lo establecido por Basrani y col.,” las observaciones se realizaron cada 15 minutos durante las dos

horas siguientes a la combinacién de las soluciones.

Fase II. Se determin6 el pH de las presentaciones comerciales de NaOCl, CHX y el de sus
mezclas. Un potenciometro pH 211 de Hanna calibrado a un pH de 7 y 4 fue utilizado para la

obtencion de los valores. (figs.13-15).
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A fin de que la lectura del pH de las soluciones sea confiable es necesario que el bulbo del
potencidmetro este completamente en contacto con la solucidon a evaluar, por lo cual en vasos de
precipitados las soluciones se combinaron en una proporcion de 15ml:15ml. (fig.16). Un registro por
triplicado de los resultados se realizé a fin de lograr confiabilidad de los mismos. Todas las lecturas

fueron registradas en una hoja de recoleccion de datos (Anexo 2).

Fase III: Inicialmente se determinaron los espectros de RMN de 'H de las soluciones de CHX
(fig.39) para realizar la correcta asignacion de sus sefiales y determinar la viabilidad de la materia

prima a utilizar.

Por medio de resonancia magnética nuclear (RMN) se analizd la mezcla entre los agentes
oxidantes y las fuentes de clorhexidina para determinar la presencia de para-cloroanilina. Para la

realizacion de esta fase se emplearon dos métodos los cuales se describen a continuacion:

Método A: Se agregaron 500 pL de agente oxidante (NaOCIl) en un tubo eppendorff,
posteriormente se adicionaron 500 pL de solucion de CHX, esta mezcla se dejo reaccionar a
temperatura ambiente durante diez minutos (fig.17); la mezcla se centrifugo (fig.18), el precipitado
formado (producto de reaccion) se lavo consecutivamente con agua destilada y metanol (fig.19 -20);
finalmente se recuper6 el precipitado con metanol o con diclorometano para ser analizado mediante

RMN (fig.21).

Método B: Se agregaron 10mL de agente oxidante (NaOCl) en un matraz Erlen-Meyer de 50mL,
posteriormente se adicionaron 10mL de soluciéon de CHX, esta mezcla se dejoé reaccionar a
temperatura ambiente y en agitacion durante 10 minutos (fig.22). El producto de reaccion se extrajo
con 40mL de diclorometano (2 veces X 20mL) (fig.24), la fase organica (fase de diclorometano) se
secd sobre sulfato de sodio anhidro (Na,SO4 anh.) utilizando un embudo de separacion, se filtrd y
finalmente se concentr6 en rotavapor (fig.27). El producto obtenido se analiz6 mediante RMN

(fig.28).
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Se utilizé dimetlsulfoxido deuterado (DMSO-ds) como disolvente para determinar los espectros
de RMN de 'H (fig.29-32). La evaluacién se realizo con un espectréometro de RMN de 'H marca
Varian Eclipse 400 (fig.33-34).

El presente estudio se realiz6 en el Centro Universitario de Estudios de Posgrado e Investigacion
de la Facultad de Odontologia, en la Facultad de Quimico Farmacobiologia y en el Instituto de
Investigaciones Quimico — Bioldgicas, todos ellos dependientes de la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo (UMSNH).

IMAGENES DE MATERIAL Y METODO.
GRUPOS DE EVALUACION.

AGENTE FUENTE DE GRUPOS
OXIDANTE CHX

CHX 99.5

ﬁ Sigma-Aldrich® = | GRUPO CONTROL |
NaOCI-6 HyCEL : dGCHXB-012 = | GRUPOPRUEBA 1 |
GCHXCS-200 = | GRUPO PRUEBA 2 |
dGCHXB-012 =—— GI
CXAO-525
GCHXCS-200 =—— GII
dGCHXB-012 =— G III
VTAO-525
GCHXCS-200 — GI1vV
dGCHXB-012 — GV
VTAO-200
GCHXCS-200 = G VI
Fig.10 Representacion de los grupos control y de evaluacion.
IMAGENES FASE I
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[

i Fig.11 Microtubos de polipropileno de 1.5ml.
IMAGENES FASE 11

Fig.13 Potenciometro. Fig.14 Potenciometro.

7.

Fig.15 Potenciometro calibrado a 4

~
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Fig. 16 Preparacion de la mezcla y
medicion de pH en el grupo VI .

IMAGENES FASE III.

Método A. Grupos II, IV, y VL.

Fig.19 Recuperacion de la parte acuosa Fig.20 Recuperacion del grupo IV en agua destilada,
en el grupo VI. metanol y cloruro de metileno.
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Fig.21 Muestra del grupo 1V disuelto en metanol.

IMAGENES FASE III.

Método B. Grupos I, III, y V.

Fig.22 Preparacion de la Fig.23 Mezcla del grupo 1 Fig. 24 Adicion de
mezcla en el grupo 1. en embudo de separacion. diclorometano.
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Fig. 25 Separacion de las fases Fig. 26 Recuperacion de la

acuosa y orgdnica. fase organica.

Fig.27 Fase organica del grupo I en rotavapor. Fig.28 Muestra del grupo 1
disuelto en diclorometano.

FASE III. Analisis en resonancia magnética nuclear.

Fig. 29 Se observa la muestra del grupo 11 y el Fig. 30 Muestra del grupo II disuelta en DMSO-d 4
frasco con DMSO-d s(dimetilsulfoxido deuterado). (dimetilsulfoxido deuterado).
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Fig. 31 Muestra del grupo II disuelta en DMSO-d 4 Fig. 32 Muestra del grupo II disuelta en
para su andlisis en RMNde H. DMSO-d,.

Fie. 33 v 34 Espectrometro de RMN de 'H marca Varian Eclipse 400.

9. RESULTADOS

RESULTADOS. FASE 1

GRUPO CONTROL 1 (NaOCl-6 HyCEL® + CHX 99.5 Sigma-Aldrich®): Para realizar este
ensayo la presentacion de CHX 99.5 Sigma-Aldrich® se intent6 llevar a una concentracion de CHX
al 2.0% en agua destilada, sin embargo no fue posible disolver la CHX obteniéndose una solucion
lechosa. La mezcla de esta solucion y del agente oxidante adquirié de forma inmediata un tono

anaranjado con formacion de precipitados del mismo color y de consistencia friable (fig.35).
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T

Fig.35 Imagen del grupo control.

GRUPO PRUEBA 1 (NaOCl-6 HyCEL® + dGCHXB-012): En este grupo no se observod
formacion aparente de precipitado, sin embargo la zona superior de la mezcla adquirié un tono rojizo

el cual se fue desvaneciendo hasta dejar una mezcla ligeramente amarillenta a las dos horas de

evaluacion (fig.36).

GRUPO PRUEBA 2 (NaOCl-6 HyCEL®+ GCHXCS-200): La mezcla de estas dos soluciones
adquiri6 de inmediato un tono rojo con formacion de precipitado de consistencia firme. Durante el

periodo de observacion la consistencia y el tono del precipitado no presentaron cambios perceptibles
(fig.36).

GRUPO PRUEBA 1

GRUPO PRUEBA 2

NaOCl-6 HyCEL®

dGCHXB-012

NaOCl-6 HyCEL®

GCHXCS-200
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Fig.36 Imagen de los grupos prueba 1y 2.

GRUPOS DE EVALUACION.

GRUPO I (CXAO-525+ dGCHXB-012): No se observd formaciéon de precipitado, a pesar de
que la zona superior de la mezcla adquirié un tono anaranjado (fig.37), que se fue desvaneciendo
conforme pasaban los minutos hasta terminar en un tono amarillo tenue a las dos horas de haber

hecho esta mezcla (fig.38).

GRUPO II (CXAO-525+ GCHXCS-200) A diferencia del grupo anterior, en este, la formacion
de precipitado ocurrio de forma inmediata, adquiriendo un tono rojo-café y consistencia firme
(fig.37). El color y la consistencia fueron constantes hasta dos horas después de realizada la mezcla

(fig.38).

GRUPO III (VTAO-525 + dGCHXB-012) En este grupo no se observo formacién de
precipitado ni cambio de color (Fig.37). La mezcla se mantuvo constante hasta dos horas después de

haberla realizado (fig.38).

GRUPO IV (VTAO-525 + GCHXCS-200) En este grupo de forma inmediata al mezclar las

soluciones se aprecid un tono azul claro (fig.37). La formacion de un precipitado del mismo color a la
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mezcla y de consistencia friable fue detectada a los 15 minutos. El precipitado mantuvo su

consistencia y adquiri6 una tonalidad mas clara a las dos horas de realizada la mezcla (fig.38).

GRUPO V (VTAO-200 + dGCHXB-012) Al igual que en el grupo III, en este grupo no se

observé formacion de precipitado o cambio de color a las dos horas de realizada la mezcla (figs.37-
38).

GRUPO VI (VTAO-200 + GCHXCS-200) Los resultados de este grupo fueron iguales al grupo
IV (fig.37), formandose un precipitado de consistencia friable, inicialmente de color azul claro que

se torno mas claro a las dos horas de realizada la mezcla (fig.38).

Gl

GII

GIII

GIV

GV

GVI

CXAO-525

dGCHXB-012

CXAO-525

GCHXCS-200

VTAO-525

dGCHXB-012

VTAO-525

GCHXCS-200

VTAO-200

dGCHXB-012

VTAO-200

GCHXCS-200

Fig. 37 Imagen tomada inmediatamente al realizarse las mezclas.

Gl

GII

GIII

GIV

GV

GVI
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CXAO-525

dGCHXB-012

CXAO-525

GCHXCS-200

VTAO-525

dGCHXB-012

VTAO-525

GCHXCS-200

VTAO-200

dGCHXB-012

VTAO-200

GCHXCS-200

Fig.38 Imagen de los seis grupos de evaluacion a 2 horas de realizada la mezcla.

RESULTADOS. FASE 1T

Los valores del pH de los agentes oxidantes y de las fuentes de CHX utilizadas en este estudio y

de los grupos de evaluacion se muestran en las figs. 39 y 40 respectivamente.

AGENTES OXIDANTES

FUENTES DE CHX

CXAO-525 VTAO-525 VTAO-200 dGCHXB-012 GCHXCS-200
Lectura 1l 12.39 9.65 9.56 6.55 5.64
Lectura 2 12.43 9.71 9.35 6.19 5.75
Ph
Lectura 3 12.34 9.69 9.57 6.13 5.78
Media 12.38 9.68 9.49 6.29 5.72
aritmética
Desviacion 0.04509 0.03055 0.12423 0.22715 0.07371
Estandar

C.D. BENIGNO MIGUEL CALDERON ROJAS
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GI GII GIII (&MY GV GVI
CXAO-525 CXAO-525 VTAO-525 VTAO-525 VTAO-200 VTAO-200
dGCHXB-012 GCHXCS-200 dGCHXB-012 GCHXCS-200 dGCHXB-012 GCHXCS-200
Lectura 1 9.20 10.15 9.04 9.05 8.58 8.64
Lectura 2 8.66 10.00 8.87 8.90 8.74 8.30
Lectura 3 8.35 9.94 8.87 8.80 8.62 8.05
Media 8.73 10.03 8.92 8.91 8.65 8.33
aritmética
Desviacion | 13015 | 0.10816 0.09814 0.12583 0.08326 0.29614
Estandar

Fig.40 Se muestran los valores de pH de los grupos de evaluacion.

RESULTADOS FASE 3

ANALISIS QUIMICO DE LAS FUENTES DE CHX.

El anélisis realizado en RMN de 'H confirmé la presencia de CHX en CHX 99.5 Sigma-Aldrich,
GCHXCS-200 y dGCHXB-012. En los espectros las sefiales correspondientes a la CHX se
etiquetaron tomando como referencia la literatura (Thomas 2010). Los desplazamientos observados

se muestran en la fig. 41.

POSICION CHX 99.5 Sigma-Aldrich® GCHXCS-200 dGCHXB-012
1 6.82ppm 7.41ppm 7.32ppm
2 7.18ppm 7.31ppm 7.57ppm
3 3.08ppm 3.05ppm 3.14ppm
4 1.43ppm 1.44ppm 1.53ppm
5 1.29ppm 1.22ppm 1.21ppm

Fig.41 Se muestran los desplazamientos correspondientes a las fuentes de CHX utilizadas en el estudio.

En la realizacién de este estudio inicialmente se determinaron los espectros de RMN de 'H de las
soluciones de CHX (fig.42) para realizar la correcta asignacion de sus sefiales y determinar la
viabilidad de la materia prima a utilizar. Si bien existe diferencia al comparar el desplazamiento de

las sefiales de CHX reportadas por la literatura'® y las observadas en los espectros de las fuentes de
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CHX utilizadas en este estudio, se debe a la presentacion de CHX utilizada ya que las sefiales
reportadas por Thomas'® al evaluar la composicién quimica del precipitado son propias de acetato de
clorhexidina mientras que en nuestro estudio las presentaciones de CHX utilizadas consistieron en
CHX libre (CHX 99.5 Sigma-Aldrich®) y dos presentaciones de CHX en forma de sal: gluconato de
clorhexidina (GCHXCS-200) y digluconato de clorhexidina (dGCHXB-012). No obstante los ligeros
desplazamientos, todos los espectros de las fuentes de CHX utilizadas en este estudio muestran los
picos correspondientes a las estructuras que conforman la molécula de CHX sefialados en la
literatura'® con lo cual se confirmo la viabilidad de las fuentes de CHX a utilizar. Asi mismo, en los
espectros de los grupos control y de evaluacion las sefales correspondientes a para-cloroanilina se

etiquetaron tomando como referencia a Thomas."

GCHXCS-200

- e o

dGCHXB-012

e

=
—
_

CHX 99.5 Sigma-Aldrich®

- 1

T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

Fig. 42 Se muestran los espectros de RMN de 'H de las fuentes de CHX utilizadas en el estudio.
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ESPECTROS DE RMN DE 'H DE LOS GRUPOS CONTROL.

GRUPO CONTROL (NaOCl-6 HyCEL® + CHX 99.5 Sigma-Aldrich®): Se aprecian sefiales
que sugieren la presencia de para-cloroanilina en 7.23ppm y 6.95ppm. Se observan también sefales

correspondientes a clorhexidina (fig.43).

GRUPO CONTROL (NaOCl-6 HyCEL® + CHX 99.5 Sigma-Aldrich®)

D ~ I Y Oy

T

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0

1 (ppm)

Fig. 43 Espectro de RMN de "H correspondiente al grupo control.

En este grupo se intentd obtener CHX al 2% a partir de CHX 99.5 Sigma-Aldrich® para
mezclarla con el agente oxidante, sin embargo no fue posible disolver esta presentacion de CHX
debido a que se encuentra en su forma libre, lo que se obtuvo fue una solucion lechosa que al
mezclarse con el agente oxidante adquirié un tono anaranjado. Al andlisis de esta mezcla por RMN
de '"H se apreciaron sefiales caracteristicas de CHX y al maximizar las sefiales se identificaron picos
que sugieren la presencia de para-cloroanilina sin embargo estas no se aprecian bien definidas ya
que quedan cubiertas por las amplias sefiales de CHX. Se sugiere que la reaccion no procedid

correctamente debido a la insolubilidad de la CHX.
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GRUPO PRUEBA 1 (NaOCIl-6 HyCEL® + dGCHXB-012): Al maximizar las sefiales no se
apreciaron desplazamientos correspondientes a para-cloroanilina (fig. 44). Entre 7.0 y 7.5 ppm se
apreciaron sefiales probablemente correspondientes a otros subproductos de degradacion de la
mezcla. También entre 0.5 y 1.0 ppm se aprecia mentona como producto de degradacion del mentol

presente en dGCHXB-012.

GRUPO PRUEBA 1 (NaOCI-6 HyCEL® + dGCHXB-012)

Y N M J

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Fig. 44 Espectro de RMN de "H correspondiente al grupo prueba 1.

Para el analisis en RMN de 'H de este grupo de evaluacion en un inicio la mezcla se realizo con
500ul de cada solucion. Sin embargo, en el espectro obtenido no se apreciaron sefiales de CHX o de
para-cloroanilina aun maximizando los picos, esto pudo deberse a que la muestra recuperada hubiera
sido escasa evitando con ello un correcto analisis o a que la accion del agente oxidante hubiera sido
importante como para degradar tanto a la CHX como a sus posibles productos de degradacion. Para
descartar que la muestra recuperada hubiera sido poca se decidido aumentar el volumen de la muestra
siguiendo el método B. El producto obtenido se analizé6 mediante RMN de 'H, en esta ocasion el
espectro al maximizar las sefnales tampoco revelo picos correspondientes a CHX o para-cloroanilina.
De ello se puede inferir que al tiempo de reaccion establecido el agente oxidante al parecer degrado
por completo a la clorhexidina al .12% presente en dGCHXB-012 y a la para-cloroanilina dejando
otros subproductos de degradacion. Para el analisis en RMN de 'H de los grupos I, III y IV (en los
que la fuente de CHX fue dGCHXB-012) se sigui6 el Método B.
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GRUPO PRUEBA 2 (NaOCI-6 HyCEL®*+GCHXCS-200): El espectro demostré la presencia

de para-cloroanilina (6.67 y 7.20 ppm) en el precipitado formado por la mezcla de las soluciones
evaluadas (fig.45).

GRUPO PRUEBA 2 (NaOCI-6 HyCEL® + GCHXCS-200)

o L JULAJ

T T T T T T T T T T T T T T T T
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Fig. 45 Espectro de RMN de 'H correspondiente al grupo prueba 2.

Para el analisis en RMN de '"H se siguid el método A obteniéndose un espectro en el que se
apreciaron sefales de para-cloroanilina en 7.20ppm y 6.67ppm, sin apreciarse sefiales de CHX. A
partir de los resultados obtenidos podemos inferir que el precipitado formado por la mezcla entre
NaOCl-6 HyCEL® + GCHXCS-200 contiene para-cloroanilina y que al tiempo de reaccion
establecido el agente oxidante utilizado degrado por completo a la CHX al 2% presente en
GCHXCS-200. Para el analisis en RMN de 'H de los grupos I, IV y VI (en los que la fuente de
CHX fue GCHXCS-200) se sigui6 la metodologia utilizada en este grupo prueba.
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ESPECTROS DE RMN DE 'H DE LOS GRUPOS DE EVALUACION.

GRUPO 1 (CXAO-525+ dGCHXB-012): Aun al maximizar las sefiales no se apreciaron

desplazamientos propios de para-cloroanilina. Se observdé mentona en 0.71 y 0.85 ppm como

producto de degradacion del mentol presente en dGCHXB-012 (fig.46).

GRUPO I (CXAO-525+ dGCHXB-012)

H20 DMSO

T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0
1 (ppm)

Fig. 46 Espectro de RMN de "H correspondiente al grupo de evaluacion L.

GRUPO II (CXAQO-525+ GCHXCS-200) El espectro de este grupo de evaluacion demostro la

presencia de para-cloroanilina en el precipitado formado por la mezcla de las dos soluciones

evaluadas. Las sefales correspondientes se ubicaron en 6.68 y 7.23 ppm (fig. 47).

GRUPO 11 (CXAO-525+ GCHXCS-200)

a 7.23 ppm
b 6.68ppm
a b
eeimalbesairesle e,
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 a5 30 25 20 1's 10
1 (ppm)
Fig. 47 Espectro de RMN de 'H correspondiente al grupo de evaluacién II.
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GRUPO III (VTAO-525 + dGCHXB-012) La maximizaciéon de las sefiales demostrd la
presencia de para-cloroanilina en la mezcla de las dos soluciones evaluadas. Estas sefales se

ubicaron en 6.84 y 7.28ppm (fig. 48).

GRUPO 111 (VTAO-525 + dGCHXB-012)

& 728 ppm J=8Hz

b 6.84ppm J=8Hz

B | "
T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Fig. 48 Espectro de RMN de "H correspondiente al grupo de evaluacién III.

GRUPO 1V (VTAO-525 + GCHXCS-200) En el espectro de este grupo de evaluacion se
apreciaron sefiales de para-cloroanilina en 7.17 y 6.85ppm. El espectro demostrd también aun la

presencia de CHX (fig. 49).

GRUPO 1V (VTAO-525 + GCHXCS-200)

a 7.17ppm

b 6.85ppm

T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

Fig. 49 Espectro de RMN de "H correspondiente al grupo de evaluacion IV.
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GRUPO V (VTAO-200 + dGCHXB-012) En este espectro la maximizacion de las sefiales

permitié apreciar la presencia de para-cloroanilina en la mezcla de las dos soluciones evaluadas. Sus

senales se localizaron en 6.84 y 7.28ppm (fig.50).

GRUPO V (VTAO-200 + dGCHXB-012)

M L

8.5

T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0

f1 (ppm)

Fig.50 Espectro de RMN de 'H correspondiente al grupo de evaluacién V.

GRUPO VI (VTAO-200 + GCHXCS-200) El espectro de este grupo de evaluacion permitid

apreciar la presencia de para-cloroanilina en el precipitado formado por la mezcla entre las dos

soluciones de evaluacion, sus sefales se apreciaron en 6.78 y 7.22ppm. El espectro demuestra

tambi

én la presencia aun de CHX (fig.51).

GRUPO VI (VTAO-200 + GCHXCS-200)

o)

T T T T T T T
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55 5.0

T
4.5
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Fig. 51 Espectro de RMN de "H correspondiente al grupo de evaluacion VI.
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11. DISCUSION

Como un intento para mejorar la limpieza del sistema conducto radicular, se ha sugerido
combinar las propiedades que nos ofrecen el NaOCl y la CHX.® Sin embargo algunos estudios
sugieren tener precaucion con este tipo de mezcla ya que da lugar a la formacién del precipitado de
para-cloroanilina,” compuesto toxico que se ha relacionado con metahemoglobinemia.’*>® EIl
precipitado formado podria quedar dentro del conducto radicular afectando la calidad de la

obturacion y el resultado final del tratamiento.**

El objetivo del presente estudio fue evaluar las caracteristicas fisicoquimicas que resultan al

mezclar NaOCl y CHX de uso comercial y grado reactivo.

En este estudio a partir de la combinacién de las presentaciones de NaOCl y CHX se obtuvieron
seis grupos de evaluacion. De estos, el comportamiento del grupo I fue igual al presentado por el
grupo prueba 1 sin embargo difieren con Irala y col. quienes reportan formacion de precipitado
ademas del cambio de color de la mezcla.** En ambos grupos de evaluacion el cambio de color de la
mezcla y la aparente falta de formacion de precipitado fue por la baja concentracion de CHX

contenida en dGCHXB-012.

En el grupo II la formacion inmediata de precipitado rojo coincide con lo ocurrido en el grupo
prueba 2 y con la reportado por la literatura.”*” Al parecer se debe a que el CXAO-525 esta teniendo
una accién oxidante similar a la de NaOCI-6 HyCEL® y a la de las presentaciones de NaOCl

utilizadas en otros estudios.'®***°

Los resultados de los grupos IIl y V fueron similares entre si, sin embargo difieren con lo
reportado en el grupo prueba 1 y con Irala y col. quienes reportan cambio de color y formacion de
precipitado de color ambar oscuro.” Atribuimos estos resultados a posibles aditivos en las

presentaciones de VTAO-525y VTAO-200.

En los grupos control IV y V el precipitado de color azul claro y consistencia friable difiere con

lo reportado apreciado tanto en el grupo prueba 2, como en el grupo de evaluacion Il y no presenta
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antecedentes en la literatura. La formacion de este precipitado azul al parecer se puede estar debiendo

a la presencia de aditivos en las presentaciones de VTAO-525y VTAO-200.

A pesar de que las combinaciones evaluadas presentaron algunas diferencias en cuanto a sus
caracteristicas fisicas; al analisis por resonancia magnética nuclear (RMN de 'H) en cinco de los seis
grupos de evaluacion se advirtié la presencia de para-cloroanilina. Estos resultados coinciden con lo
observado en el grupo prueba 2 y con lo reportado por Krishnamurty y Sudhakaran.®® En el grupo I
no se apreciaron las sefiales de PCA, esto coincide con el grupo prueba 1 y con lo reportado por
Thomas y col.'” Al parecer la ausencia de sefiales de PCA es debido a que la accién oxidante del
NaOCl utilizado fue importante de tal manera que posiblemente degrado a la molécula de CHX y a la
para-cloroanilina dejando otros subproductos de degradacion. En la mezcla entre NaCIlO y CHX la
liberacion de para-cloroanilina parece ocurrir debido a que el NaOCI fragmenta a la CHX en el

carbono 2 del grupo guanida.

El presente estudio no tuvo el objetivo de evaluar la eficacia antimicrobiana de la combinacion
entre NaOCl y CHX de uso comercial, sin embargo los resultados obtenidos en el mismo permiten
cuestionar si en realidad la mezcla de estas dos soluciones supondria un beneficio durante el
tratamiento endodontico. A fin de elucidar una respuesta a ello seria recomendable evaluar tanto el
efecto antimicrobiano asi como la biocompatibilidad de la mezcla entre NaOCl y CHX de uso

comercial.

A pesar de que los irrigantes utilizados en endodoncia han sido individualmente bien
caracterizados aun hay mucho que decir en cuanto al hecho de alternar diferentes irrigantes durante el
tratamiento, lo ideal es que estos agentes quimicos sean administrados de tal manera que

desencadenen su potencial en lugar de actuar uno sobre otro.
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11. ANEXOS

ANEXO 1. Hoja de recoleccion de datos utilizada en la fase I.

EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA COMBINACION ENTRE

HIPOCLORITO DE SODIO Y CLORHEXIDINA DE USO COMERCIAL.

TG,
@:
LT

ca—e

HOJA DE REGISTRO: Evaluacion fisica de la interaccion entre NaOCl y CHX
A. ¢Existe formacion de precipitado al mezclarse las diferentes marcas comerciales de NaOCl y CHX?
B. ¢Qué consistencia presenta el precipitado? 0. Suelto 1. Muy friable 2. Friable 3.Firme 4. Muy firme 5.Extremadamente
firme
C. ¢Qué tono de color se presenta al mezclarse las diferentes marcas comerciales de NaOCl y CHX?
GI GII GIII GIV GV GVI
CXAO-525 CXAO-525 VTAO-525 VTAO-525 VTAO-200 VTAO-200
+ + + + + +
dGCHXB-012 GCHXCS-200 dGCHXB-012 GCHXCS-200 dGCHXB-012 GCHXCS-200
A SiC] Nol | A silm No[d SiC] Nol | A sil No[d | A sicy Nol | A sl No[J
0 mins
B._ B._ X _ _\B_ _ _ _ _ B._ X _ ___\BA__ _ B X _
0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45
C. Rojo en zona superior | C. Rojo Sin cambio de color C. Auzul C. Sin cambio de color C. Auzul
A. si Nnol | A sil No[] sic] Nol | A SIl No[J |A sic] Nol | A sil No[]
15
mins B. . _ _ B._ __ X __ _\B_ _ _ _ _ _ B._ _ X _ ___|\B.__ __ _ _ _ _ B._ __ X _ _
0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45
C. Rojo en zona superior | C. Rojo Sin cambio de color C. Azul Sin cambio de color C. Azul
A. si Nnol | A sill No[J sic] Nol | A Sl No[J | A sic] Nol | A sill No[d
30
mins B. _ _ _ B._ __ X _ _\B _ _ _ _ _ _ B._ _ X _ ___\B._ _ _ _ _ B._ __ X _ _
0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 4°5
C. Anaranjad C. Rojo Sin cambio de color C. Azul Sin cambio de color C. Auzul
A. sic Nol | A sill No[] sic] Nol | A sl No[d | A sic] Nol | A sill No[]
I
mins B. _ B. X B B._ _ X _ ___\B0_ _ _ __ _ _ B._ __ X _ _ _
0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45
C. Amarillo C. Rojo Sin cambio de color C. Azul Sin cambio de color C. Azul
A. sic Nnol | A sill No[] sic] Noll | A SIl No[J | A sic] Nol | A sill No[]
1hr B. _ __ _ B._ __ __ X __ __\B_ _ _ _ _ _ B. __ __ X __ ___\BO_ __ _ B._ __ X _ ____
0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45
C. Amarillo C. Rojo Sin cambio de color C. Auzul C. Sin cambio de color C. Azul
A. sic Nol | A sil No[] sic] Noll | A sil No[d | A sic] Nol | A sill No[]
1hr
15 B. _ _ _ B._ __ __ X __ _\B _ _ _ _ _ _ B._ _ X _ ___\B_ _ _ __ _ B._ __ X _ _
mins 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45
C. Amarillo C. Rojo Sin cambio de color C. Azul Sin cambio de color C. Auzul
A siC] Nol | A sil No[d siC] Nol | A Sil No[d | A sicy Nol | A Sl Nd]
1hr
30 B. B._ X _ _\B0_ _ _ _ _ _ B._ _ X _ ___\B._ _ _ B._ __ X _ _
mins 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45
C. Amarillo muy claro C. Rojo Sin cambio de color C. Azul C. Sin cambio de color C. Azul
A. sil Nol | A sill No[] sic] Nol | A sill No[d |A sic] Nol | A sill No[]
1hr
a5 B B._ __ _ X ___|B _ _ _ ___ _ B._ __ X __ ___ (B _ __ _ B._ X _ ___
mins 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45
C. Ligeramente amarillo | C. Rojo Sin cambio de color C. Auzul C. Sin cambio de color C. Auzul
A. sic Nol | A SIl No[] sic] Nol | A SIl No[J | A siC] Nol | A SIl No[]
2hrs | B B._ __ X __ _\B _ _ _ _ _ _ B._ _ X _ ___|B.__ _ _ B._ __ X _ _
0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 45 0 1 2 3 4°5
C. Ligeramente amarillo | C. Rojo . Sin cambio de color C. Auzul C. Sin cambio de color C. Azul

C.D. BENIGNO MIGUEL CALDERON ROJAS

48

ESPECIALIDAD EN ENDODONCIA - UMSNH




“ANALISIS FISICOQUfMICO DE LA MEZCLA ENTRE HIPOCLORITO DE SODIO Y CLORHEXIDINA DE USO COMERCIAL.”

ANEXO 2. Hoja de recoleccion de datos utilizada en la fase I1.

EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA COMBINACION ENTRE ;;Q |
HIPOCLORITO DE SODIO Y CLORHEXIDINA DE USO COMERCIAL. Son’
AGENTES OXIDANTES FUENTES DE CHX
CXAO-525 VTAO-525 VTAO-200 dGCHXB-012 GCHXCS-200
p Lectural 12.39 9.65 9.56 6.55 5.64
Hl Lectura2 12.43 9.71 9.35 6.19 5.75
Lectura 3 12.34 9.69 957 6.13 5.78
Media 12.38 9.68 9.49 6.29 5.72
aritmética
GRUPOS DE EVALUACION
GI GII GIII GIV GV GVI
CXAD-525 CXAD-525 VTAO-525 VTAO-525 VTAO-200 VTAO-200
+ + + + + +
dGCHXB-012 GCHXCS-200 dGCHXB-012 GCHXCS-200 dGCHXB-012 GCHXCS-200
Lectura 1 9.20 10.15 9.04 9.05 8.58 8.64
p | Lectura2 8.66 10.00 8.87 8.90 8.74 830
H1 lecturas 835 9.94 8.87 8.80 8.62 8.05
Media 8.73 10.03 8.92 8.91 8.65 8.33
aritmética
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ANEXO 3. Listado de soluciones e instrumental utilizado en el estudio.

Agentes oxidantes:

NaOCl al 6% grado reactivo (NaOCl-6 HyCEL®)
NaOCl al 5.25% de uso clinico (VTAQ-525)
NaOCl al 2% de uso clinico (VTAO-200)

NaOCl al 5.25% de uso domestico (CXAQO-525)

Fuentes de CHX:

CHX libre (CHX 99.5 Sigma-Aldrich®)

CHX de uso clinico al 2% en su presentacion de gluconato de clorhexidina (GCHXCS-200).
CHX de uso clinico al 0.12% en su presentacion de digluconato de clorhexidina (dAGCHXB-012)

Soluciones utilizadas durante la fase III.
Agua destilada.

Metanol.

Diclorometano.

Cloroformo.

Dimetlsulfoxido deuterado (DMSO-dg).

Listado de instrumental utilizado durante el estudio.

Espectrometro de RMN de 'H marca Varian Eclipse 400.
Micropipeta de 100-1000 pl marca Spinreact.
Microtubos eppendorff de 1.5 mL marca CRM Globe.
Potenciometro pH 211 de Hanna Instrumentos.
Centrifuga marca Qualitron,

Embudos de separacion.

Vasos de precipitado.

Balanza de precision.

Gradillas de acrilico.

Estufa de secado.

Rotavapor.

Probetas.

Viales
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ANEXO 4. Hoja de gastos.

CONCEPTO PRESENTACION | PRECIO | CANTIDAD TOTAL

UNITARIO
Hipoclorito de sodio al 5.25% de | Botella de 950ml. $7.30 1 botella $7.30
uso domestico marca Cloralex.
Hipoclorito de sodio al 5.25% para | Botella de 1 litro $95.00 1 botella $95.00
irrigar conductos radiculares marca
Viarzoni-T de Viarden.
Hipoclorito de sodio al 2% para | Botella de $21.53 2 botellas $43.06
irrigar conductos radiculares marca
Viarzoni-T de Viarden.
Hipoclorito de sodio al 6% solucion | Botella de 1.2 litros $45.00 1 botella $45.00
acuosa (Hycel Reactivos Quimicos) | No. lote 225586
Clorhexidina  al 0.12% en | Botella de 250ml. $166.00 1 botella $166.00
presentacion de colutorio marca
Bexident Encias de ISDIN.
Clorhexidina al  2.0%  marca | Jeringa de 1.2ml $23.59 15 jeringas $353.85
Consepsis de Ultradent.
Clorhexidina al  2.0%  marca | Jeringa de 30ml. $346.74 2 jeringas $693.48
Consepsis de Ultradent
Clorhexidina al 99.5% (Sigma- | Presentacion de 1gr $2,444.00 lgr. $2,444.00
Aldrich) No. lote 1312398V
Microtubos con tapa transparente de | Bolsa con 500 $375.00 1 bolsa $375.00
1.5ml. piezas.
Gradilla de acrilico. $150.00 2 gradillas $300.00
Puntas para micropipeta de 50 a | Bolsa con 500 $200.00 1 bolsa $200.00
1000pl. piezas.
GASTO $4,722.69
TOTAL
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