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Resumen

Introduccién: Dado que los irrigantes endodénticos producirian la descalcifica-
cién de la dentina radicular, resulta significativo adecuar los métodos para cuantificar
tal descalcificacion. Objetivo: Comparar los métodos de espectrometria de absorcion
atémica y colorimétrico en la determinacion del calcio procedente de la dentina radicu-
lar humana. Metodologia: 18 segmentos de dentina del tercio medio radicular de pre-
molares inferiores permanecieron en contacto a 37°C con 1 ml de: agua destilada (con-
trol), hipoclorito de sodio 1%; EDTA 17% y acido citrico 1%, utilizadas solas 5 minutos o
en forma sucesiva durante ese mismo tiempo total. Se determiné calcio en las soluciones
por espectrometria de absorcién atémica y por el método colorimétrico de cresoftalein
complexona-calcio. Se compararon estadisticamente los resultados utilizando el Test T
para muestras homogéneas. Se expreso cada valor como mg/1/g de tejido. Resultados:
Al comparar el contenido en iones calcio determinados por ambos métodos no hubo di-
ferencias estadisticas entre los mismos. Conclusion: La eliminacién de los iones calcio
de la dentina radicular por accién de las soluciones estudiadas podria ser igualmente
determinada tanto por colorimetria como por absorcion atémica; excepto en el caso de
la solucién de EDTA, que s6lo puede cuantificarse por el método de absorcién atémica.
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Decalcification of root dentine: comparison of two methods

for its determination

Abstract

Introduction: Given that different substances used as irrigants in an endodontic
treatment would produce decalcification on the root dentine, it is important to quantify
this effect. Objective: To compare the atomic absorption spectrometry and colorimetric
methods for determining calcium ions from human root dentin. Methodology: 18 hu-
man dentine segments extracted from the middle third root of inferior premolars were
immersed at 37°C in 1 ml of the following solutions: distilled water (control), 1% so-
dium hypochlorite, 17% EDTA and 1% citric acid, utilized alone for 5 minutes or succes-
sively for the same total time. 12 of them stayed in a single solution for 5 minutes and the
others 6 were placed consecutively in EDTA or citric acid and sodium hypochlorite for
the same total time. Calcium ions were determined in the solutions using atomic ab-
sorption spectrometry and the colorimetric method. Results were analyzed using the T
Test for homogenous samples. Each value was expressed as mg/1/g of dentinal tissue.
Results: There were no statistical differences when comparing the methods for deter-
mining calcium ions (p>0.05). Conclusions: The elimination of calcium ions from root
dentin by action of the solutions studied could be determined by both colorimetric or
atomic absorption spectrometer methods, except in the case of the EDTA solution,
which could only be quantified using the atomic absorption spectrometer.

Key words: human radicular dentin, calcium ions, atomic absorption spectrometry,

colorimetric method.

Introduccién

Los iones calcio (Ca*2) presentes en los
cristales de hidroxiapatita son uno de los prin-
cipales componentes inorganicos de la denti-
nal. Algunas sustancias utilizadas como irri-
gantes durante el tratamiento de conducto se-
rian capaces de producir alteraciones en la
composicion quimica de la mismaZz4. Cual-
quier cambio en la concentracion de Ca*2 alte-
raria la proporcion original de los componen-
tes organicos e inorganicos, afectando las pro-
piedades fisicas de la dentina, como la micro-
dureza, rugosidad, humectancia permeabili-
dad y solubilidad>f. Ademas, debido a que la
adhesion a dentina depende de la presencia de

Ca*2, ]la desmineralizacién de la misma afecta-
ria la capacidad de sellado de algunos cemen-
tos a base de resina’.

Las soluciones de EDTA (4cido etilendia-
minotetraacético), utilizadas en una concen-
tracion de 15-17% pH 7-8 y AC (4cido citrico)
1-50% pH 0,8-1,9 acttian principalmente sobre
el componente inorgénico de la dentina, por
su acciéon quelante y desmineralizante. El AC
acttia como tal por su bajo pH. Ambos agentes
quimicos presentan en sus extremos radicales
libres que actdan formando complejos con
Ca*2por enlaces coordinados originando que-
latos solubles de calcio.

La solucién de hipoclorito de sodio
(CIONa) 0,5-5,25% pH 11,9, es ampliamente
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utilizada en Endodoncia debido a su poder
antimicrobiano y solvente de tejido pulpar.
Acttaa principalmente sobre el componente
organico de la dentina.

Un régimen efectivo de irrigacién debe-
ria combinar sustancias que actten sobre el
componente organico e inorganico de la denti-
na para obtener asi una mejor limpieza y con-
formacion de los conductos radiculares®?. El
uso de una sustancia quelante seguida por
CIONa ha tenido gran aceptacion10.

El i6n Ca*2 puede ser determinado por
muy variados métodos, difiriendo entre ellos
por su sensibilidad y disponibilidad. Asi, la sen-
sibilidad del método de espectrometria de ab-
sorciéon atdmica es muy superior a la del método
colorimétrico pero su disponibilidad es menor y
los costos de su utilizacién son mas elevados. La
espectrofotometria de absorcién atémica, ade-
mas, permite hacer determinaciones de iones
calcio para soluciones de EDTA, lo cual no es
posible al utilizar el método colorimétrico.

En trabajos realizados anteriormente por
nuestro grupo de estudio se determinaron iones
Ca*? y fosfatos por método colorimétrico em-
pleando distintas pastas y soluciones de irriga-
cién usadas frecuentemente en Endodonciall 12,
También se determinaron proteinas por método
de espectrofotometria (Método de Lowry) tanto
en tejido pulpar como dentinario!3.

El objetivo de este trabajo fue comparar
los métodos de espectrometria de absorcion
atémica y colorimétrico en la determinacién
de iones calcio de soluciones de irrigacién en-
dodoénticas después de haber permanecido en
contacto con trozos de dentina radicular hu-
mana in vitro.

Materiales y métodos

Dientes y soluciones de irrigacién. Se
emplearon 3 dientes humanos premolares in-
feriores unirradiculares recientemente extrai-
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dos, los cuales fueron almacenados en solu-
cién fisiolégica a 4°C hasta su utilizacion. Se
cortaron las coronas a nivel de la uniéon ame-
lo-cementaria con fresa diamantada n° 2200
(KG Sorensen, SP, Brasil) con pieza de mano
de alta rotacion, utilizando abundante refrige-
racion. Luego se removi6 el cemento con cure-
tas Gracey y se instrumentaron los conductos
mediante técnica escalonada con lima maestra
n° 50 (Maillefer, East Lansing, MI, EEUU)), irri-
gando entre la utilizacién de cada lima con 2
ml de agua destilada. Se eliminaron los tercios
coronario y apical de cada raiz. El tercio medio
radicular fue cortado transversalmente en tres
partes de aproximadamente 2 mm de espesor,
y a su vez cada parte fue cortada longitudinal-
mente, resultando 6 segmentos por diente y
totalizando 18 segmentos similares que se pe-
saron en una balanza analitica de precisiéon
(Acculab, BA, Argentina). Se usaron secciones
del mismo diente con las distintas soluciones
de irrigacion.

Se emplearon las soluciones Agua desti-
lada (AD, control), Hipoclorito de sodio 1%
(Stanton, Buenos Aires, Argentina), Acido ci-
trico 1% (Timper, Buenos Aires, Argentina) y
Acido etilendiaminotetraacético 17% (Bio-
pack, Buenos Aires, Argentina). Se emple6
Agua destilada (AD) como control y las solu-
ciones de Hipoclorito de sodio (CIONa) 1%
(Stanton, BA, Argentina), Acido citrico (AC)
1% (Timper, BA, Argentina) y Acido etilendia-
minotetraacético (EDTA) 17% (Biopack, BA,
Argentina).

Un segmento de cada elemento dentario
permaneci6é en contacto durante 5 minutos a
37°C en estufa (Dalvo BA, Argentina) con 1 ml
de cada solucién de irrigacién (en total: 4 seg-
mentos, uno para cada solucién empleada),
otro segmento se colocé 2,5 minutos en AC y
2,5 minutos en CIONa, y el restante, 2,5 minu-
tosen EDTA y 2,5 minutos en CIONa. Este tra-
tamiento se realiz6 por triplicado. Transcurri-
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do el tiempo correspondiente, se removieron
los segmentos de las soluciones.

Determinacion por Absorciéon Atémica.
Se trasvasaron cuantitativamente 750 pl de
cada muestra a matraces de 5 ml y se les adi-
cionaron 5 g/1 de cloruro de potasioy 5 g/1 de
cloruro de lantano para eliminar interferen-
cias, acidificando con acido clorhidrico 1%.
Luego sellevé a volumen final con agua desio-
nizada. Para el trazado de la curva de calibra-
cién se analiz6 el blanco de cada soluciéon de
irrigacion y las soluciones estandar de 1,5-2,5
y 5 mg/1 preparadas a partir de una solucién
patrén de Ca 1000 mg/1 (Certipur Merck tra-
zables a NIST). Se emple6 un espectrémetro
de absorcién atémica (PerkinElmer A Analyst
100) con llama de acetileno. La lectura de las
muestras se realiz6 a 422,7 nm de longitud de
onda. Se expresé cada valor como mg/1/g de
tejido dentinario.

Determinacion por el Método Colori-
métrico Directo (kit Wiener Lab, Rosario,
Argentina). Se emplearon 50 ul de la solucion
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de cresoftalein complexona 3,7 mmol/1ly 3,5
ml de buffer aminometil propanol 0,2 mol/1
en metanol 35% V/V, pH final 11. Se determi-
no6 si hubo desarrollo de color a570 nm de lon-
gitud de onda. Se agregaron 20 pl de la solu-
cion estandar de Ca 10 mg/dl o 20 ul de las
muestras. Se mezcl6 y se cuantificé el color
magenta formado a 570 nm nuevamente a los
10 minutos. Se empled un espectrofotémetro
(PG Instruments, Wibtoft, Reino Unido).

Analisis estadistico. Los resultados fue-
ron analizados utilizando el Test T para mues-
tras homogéneas. Se expres6 cada valor como
mg/1/g de tejido dentinario. Se utiliz6 un ni-
vel de significancia de p<0,05.

Resultados

Enlas Tablas 1y 2 se detalla la concentra-
cién de Ca*2 (mg/1/g) en las distintas solucio-
nes de irrigaciéon endodonticas empleando el
método colorimétrico en 2,5 minutos (Tabla 1)
y 5 minutos (Tabla 2). Mientras que en las Ta-

Tabla 1. Determinacién de iones calcio en acido citrico (AC) e hipoclorito de sodio (CIONa) durante 2,5 mi-
nutos de exposicién por el método colorimétrico.

Solucién Tiempo Calcio Categorias*
(min) (mg/L/¢) (xxD.S.)
AC1% 2,5 1184,06 + 319 a b
CIONa 1% 2,5 353,00 + 94 a
AC1% + CIONa 1% 5 1537,06 + 408 a b

*Las categorias indican el grado de similitud entre las soluciones analizadas. Distintas letras indican diferencia signifi-
cativa (p>0,05); iguales letras indican ausencia de diferencia significativa (p<0,05).

Tabla 2. Determinacién de iones calcio en agua destilada (AD), hipoclorito de sodio (CIONa) y 4cido citri-
co (AC) durante 5 minutos de exposicién por el método colorimétrico.

Solucién Tiempo Calcio Categorias*
(min) (mg/1/gr) (x£D.S.)
AD 5 185,32 + 37 a
CIONa 1% 5 177,22 + 47 a
AC1% 5 2130,62 + 1404 B

*Las categorias indican el grado de similitud entre las soluciones analizadas. Distintas letras indican diferencia signifi-
cativa (p>0,05); iguales letras indican ausencia de diferencia significativa (p<0,05).
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Tabla 3. Determinacién de iones calcio en dcido citrico (AC), hipoclorito de sodio (CIONa) y EDTA durante
2,5 minutos de exposicién por el método de espectrometria de absorciéon atémica.

Solucién Tiempo Media Categorias*
(min) (mg/L/gr) (x¢D.S)
AC1% 2,5 1426,63 + 281 b c
CIONa 1% 2,5 330,98 + 127 A b
AC1% + CIONa 1% 25+25 1758,16 + 307 c
EDTA 17% 2,5 1532 £ 979 b c
CIONa 1% 2,5 440,84 + 328 A b
EDTA 17% + CIONa 1% 25+25 1972,84 + 764 C

*Las categorias indican el grado de similitud entre las soluciones analizadas. Distintas letras indican diferencia significa-
tiva (p>0,05); iguales letras indican ausencia de diferencia significativa (p<0,05).

Tabla 4. Determinacién de iones calcio en agua destilada (AD), hipoclorito de sodio (CIONa), 4cido citrico
(AC) y EDTA durante 5 minutos de exposicion por el método de espectrometria de absorcién até-

mica.
Solucién Tiempo Calcio Categorias*
(min) (mg/1/gr) (xxD.S.)
AD 5 96,73 +7 a
CIONa 1% 5 191,09 £ 6 a
AC1% 5 2542,93 +154 C
EDTA 17% 5 1872,14 + 98 b C

*Las categorias indican el grado de similitud entre las soluciones analizadas. Distintas letras indican diferencia signifi-
cativa (p>0,05); iguales letras indican ausencia de diferencia significativa (p<0,05).

blas namero 3 y 4 se muestra los valores de  Met.colorimetrico s Mét. abs atgrmica
Ca*2 obtenidos en los distintos periodos de 2500
tiempo empleados al utilizar el método de es- 2000
pectrofotometria de absorcién atémica.

En la Figura 1 se compara el contenido
en Ca*2, determinado por los métodos colo-
rimétrico y espectrometria de absorcién ato-
mica, de las soluciones de irrigacion después
de haber permanecido en contacto con las
secciones de dentina radicular humana du- Figura1. Determinacion de iones calcio (mg/
rante 2,5 minutos. Igual experiencia se repi- 1/gr) por el método colorimétrico y de
ti6 después de un tiempo de exposicion de 5 espectrometria de absorcién atémica de
minutos, resultados representados en la Fi- dentina humana por agua deStﬂf‘d?‘
gura 2. No hubo diferencias estadisticas en- (AD), hipoclorito de sodio (CIONa), dci-

. do citrico (AC) y EDTA durante 2,5 mi-
tre ambas determinaciones para AD, CIONa nutos de exposicion.
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Figura 2. Determinacién de iones calcio (mg/1/g)
por el método colorimétrico y de espec-
trometria de absorcién atémica extrai-
dos de dentina humana por agua desti-
lada (AD), hipoclorito de sodio
(CIONa), 4cido citrico (AC) y EDTA du-
rante 5 minutos de exposicion.

1% 2,5 minutos y 5 minutos y AC 1% a 2,5
minutos y 5 minutos de contacto.

Por espectrometria de absorciéon atémica
se determind el contenido en iones Ca*?en la so-
lucién de EDTA que estuvo en contacto con tro-
zos de dentina radicular. Los valores obtenidos
fueron 1532 mg/1/g a 2,5 minutos y 1872,14
mg/1/g a5 minutos. Por el método colorimétri-
co empleado no se puede determinar el ién Ca*2
ya que el mismo permanece quelado con EDTA.

Discusion

El CIONa es un agente oxidante no espe-
cifico, que acttia fragmentando largas cadenas
peptidicas y clorando grupos proteicos termi-
nales, resultando N-cloraminas, que son facil-
mente descompuestas en fragmentos mas pe-
quenos!4. A pesar de su uso terapéutico com-
probado como potente germicida y efectivo
solvente de tejido orgénico, el CIONa podria
alterar las propiedades mecanicas de la denti-
na. Una exposiciéon de CIONa en més de 3%
por una hora redujo significativamente el moé-
dulo de elasticidad y la fuerza flexural de den-
tina humana, lo cual contribuiria al debilita-
miento de dientes tratados endodénticamen-
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tel>16, En cambio el CIONa usado a una con-
centracion de 1% durante 1 hora no modificé
dichas propiedades!’. Esto resulta importante
dado que las fracturas verticales de raices es-
tan entre las causas mas frecuentes de extrac-
cién de dientes tratados endodénticamente!8.
La accién de la soluciéon de CIONa sobre el
Ca*? fue demostrada por numerosos auto-
res31920. Cambios en la recristalizacion de la
hidroxiapatita después del uso de CIONa 21
serfan responsables de la reduccién de Ca*?y
fosfatos en la dentina3. El CIONa ademads de
eliminar inhibidores de la mineralizacién, au-
menta la porosidad de la dentina residual?2.
Zehnder, 20067, considera que al aumentar la
concentracion de CIONa, aumenta su poder
bactericida y disolvente de tejido pulpar, pero
asi también la irritaciéon producida sobre los
tejidos periapicales. El concluy6 que el CIONa
usado en una concentraciéon de 1% es suficien-
te para producir los efectos antibacteriano y
de disolucién de tejido pulpar durante un
tratamiento de endodoncia.

La solucién de EDTA constituye un agen-
te eficiente en remover proteinas no coldgenas
solubles en agua. Esta no s6lo actda descalcifi-
cando la dentina por su accién quelante, sino
que ademas el Ca*2 es removido asociado a las
proteinas extraidas?3. El Ca*2 extraido por el
AC podria también ligarse a proteinas no cola-
genas. Diversos estudios demostraron que
EDTA usado solo o combinado con CIONa re-
dujo el contenido de Ca*2 de la dentina signifi-
cativamente34.

Las soluciones de AC usadas en altas con-
centraciones (25-50%) resultaron més efectivas
en la eliminacién de Ca*2 de la dentina con res-
pecto a las de EDTA24. Sin embargo, AC 1% de-
mostré ser igualmente efectivo en la elimina-
cién de detritus®. Ademads por su pH acido po-
dria producir irritacién en los tejidos periapica-
les?6. En un trabajo realizado previamente de-
terminamos que la descalcificacién producida
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por AC1% y EDTA17% a 2,5 6 5 minutos resul-
t6 similar para ambas soluciones.

En un estudio realizado anteriormente
por nuestro equipo de trabajo se demostré que
la microdureza de la dentina esta directamen-
te relacionada a su contenido en minerales
mas que al componente organico de la mis-
ma?’. Por esto resulta de suma importancia la
accion de las soluciones utilizadas comun-
mente en Endodoncia sobre el componente
inorganico de la dentina.

Numerosos autores determinaron que la
concentracién de las soluciones empleadas y el
tiempo de exposicion estan directamente relacio-
nados a la descalcificacion producida®151619,
Machado-Silveiro y col.4 evaluaron el efecto des-
calcificante del 4cido citrico al 10%; éste se dupli-
c6 con respecto a una concentraciéon de 1% a
iguales tiempos de exposicion. Cem Sayim y
col.20, demostraron que la descalcificacién de la
dentina radicular producidas por CIONa au-
menta al aumentar las concentraciones y los
tiempos de exposicién empleados.

Calt y Serper?8 evaluaron el efecto de
EDTA en la remocién del barro dentinario y en
la integridad de la dentina. A los 10 minutos de
aplicacion, EDTA caus6 excesiva erosion peri e
intertubular. Es por esto que en este trabajo se
emplearon bajas concentraciones y minimos
tiempos de exposicién. Los necesarios y sufi-
cientes para producir el efecto deseado por
cada solucién empleada intentando alterar lo
minimo posible la dentina subyacente.

La solucién de EDTA no fue tenida en
cuenta para el analisis estadistico debido a que
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s6lo puede determinarse el contenido en Ca*2
por el método de espectrometria de absorcion
atomica.

Conclusiones

La eliminacién de Ca*2 de la dentina por
parte de AD, CIONa 1% y AC 1% result6 simi-
lar a 2,5 minutos y 5 minutos de contacto al
comparar los métodos colorimétrico y espec-
trometria de absorcion atémica.

Los resultados evidenciados en este tra-
bajo deberian ser tenidos en cuenta para estu-
dios posteriores por la diferencia de compleji-
dad entre ambos procedimientos. El método
colorimétrico es una técnica menos compleja y
de costo econémico notablemente menor res-
pecto de la espectrometria de absorcién atomi-
ca. Sin embargo presenta limitaciones para de-
terminar Ca*2 en soluciones de EDTA para lo
cual se requiere la aplicaciéon del método de
espectrometria de absorciéon atémica.
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