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RESUMEN

El &cido hipocloroso (HOCI) es la fraccion bacterici-
da del NaOCl y se genera durante su disociacion en
agua; ademas, es una molécula enddgena que forma
parte de las denominadas especies reactivas del oxi-
geno. El hipoclorito de sodio (NaOCI) es el irrigante
mas utilizado actualmente en tratamientos endodon-
ticos ya que muestra resultados clinicos y radiogra-
ficos aceptables; sin embargo, no se debe descartar
su alta toxicidad, especialmente en pacientes jovenes
donde los apices poco desarrollados tienen mayor
permeabilidad hacia los tejidos periapicales necesa-
rios en las terapias de regeneracion. El objetivo fue
evaluar la respuesta de los tejidos periapicales a la
irrigacion del conducto con HOCI en un modelo ex-
perimental en la rata. A ratas Wistar de 4 semanas
de edad se las anestesid con ketamina/xilacina para
abrir por oclusal de los primeros molares inferiores
utilizando una fresa de carburo. Se desorganizd la
pulpa dental y se irrigd con solucion fisioldgica (S) en
el molar izquierdo y NaOCl al 2,5% o HOCIl al 0,05% en
el molar derecho. El grupo control (C) no recibid nin-
gun tratamiento. Los animales fueron eutanasiados
a los 2 o 7 dias y se disecaron las mandibulas para
ser analizadas mediante microtomografia (microCT)
e histologia (H&E). La MicroCT mostré que, en 2 dias,
el volumen dseo interradicular (IBV) (mm?®) tendid a
ser menor en Sy NaOCl en comparacion con HOCI (S:
1,28+0,46; NaOCl: 1,24+0,38; HOCI: 1,52+0,29) sin
diferencias significativas (NS). A los 7 dias postrata-
miento, el IBV mostré una tendencia a disminuir en
el grupo NaOCI en comparacioén con las otras condi-
ciones estudiadas (S: 1,97+0,53; NaOCI: 1,42+0,44;
HOCI: 2,11+0,37), NS. El espacio del ligamento perio-
dontal (um3)fue menor en el grupo NaOCI respecto al
grupo HOCI (NaOCI: 176+35; HOCI: 183+5)alos2y 7
dias. A nivel histoldgico, el grupo S mostré procesos
inflamatorios exacerbados en el segundo dia debido
a la presencia de infiltrado linfomonocitario extendi-
do en el canal, pulpa coronal, ligamento periodontal y
espacios medulares del IBV, extendiéndose hasta un
tercio de la altura total del molar, en contraste con
C que no mostraron infiltrado. En NaOCl y HOCI, el
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infiltrado inflamatorio se limitd al periapice y al ter-
cio inferior de la médula dsea intraradicular. En base
a estos resultados preliminares, se podria concluir
que la respuesta del tejido periapical a la irrigacion
con HOCI es bioldgicamente aceptable y similar a la
accién del hipoclorito.

Palabras clave: tratamiento endoddntico, acido hipo-
cloroso, rata

ABSTRACT

Hypochlorous acid (HOCI) is the bactericidal fraction
of sodium hypochlorite (NaOCIl) and is generated
during its dissociation in water; moreover, it is an
endogenous molecule that is part of the so-called
reactive oxygen species. Sodium hypochlorite
(NaOCl) is currently the most commonly used irrigant
in endodontic treatments, as it shows acceptable
clinical and radiographic results; however, its high
toxicity should not be overlooked, especially in young
patients where underdeveloped apices have greater
permeability to periapical tissues necessary for
regeneration therapies. The objective was to evaluate
the response of periapical tissues to irrigation of the
canal with HOCI in an experimental model in rats.
Four-week-old Wistar rats were anesthetized with
ketamine/xylazine for an occlusal opening of the
lower first molars using a carbide bur. The dental
pulp was disrupted, and it was irrigated with saline
solution (S) in the left molar and 2.5% NaOCI or 0.05%
HOCI in the right molar. The control group (C) received
no treatment. The animals were euthanized at 2 or 7
days, and the mandibles were dissected for analysis
via microcomputed tomography (microCT) and
histology (H&E). MicroCT showed that at 2 days, the
interradicular bone volume (IBV) tended to be lowerin
S and NaOCI compared to HOCI (S: 1.28+0.46; NaOCI:
1.24+0.38; HOCI: 1.52+0.29), with no significant
differences (NS). At 7 days post-treatment, the IBV
showed a trend towards decrease in S compared to
the other studied conditions (S: 1.97+0.53; NaOCI:
1.42+0.44; HOCI: 2.11+£0.37), NS. The periodontal
ligament space was smaller in S compared to HOCI
at 2 and 7 days (NaOCl: 176+35; HOCI: 183+5).
Histologically, the S group showed exacerbated
inflammatory processes on the second day due to
the presence of extensive lymphomonocytic infiltrate
in the canal, coronal pulp, periodontal ligament, and
medullary spaces of the IBV, extending up to one-third
of the total height of the molar, in contrast to C, which
showed noinfiltrate. In NaOCland HOCI, inflammatory
infiltration was limited to the periapex and the lower
third of the intraradicular bone marrow. Based on
these preliminary results, we could conclude that the
response of periapical tissue to irrigation with HOCI
is biologically acceptable and similar to the action of
hypochlorite.

Keywords: endodontic treatment, hypochlorous acid,
rat
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INTRODUCCION

La irrigacion endoddntica es fundamental para lo-
grar el éxito del tratamiento. Esta se basa en la eli-
minacién de los restos de tejido alojados dentro del
sistema de conductos y también de la mayor canti-
dad posibles de microorganismos que han coloni-
zado esos espacios. Desde hace casi 100 anos, el
irrigante elegido para esto es el hipoclorito de sodio
(NaOCI), en sus variadas concentraciones (Guida,
2006; Zehnder, 2006).

Ademas de ser un excelente desodorizante, blan-
queante y lubricante, su potencia bactericida y la ca-
pacidad de disolver los restos pulpares que quedan
dentro del sistema de conductos, son las cualidades
que lo posicionan sobre el resto de los irrigantes
(Zmener, 2010). Pero esa capacidad disolutiva tam-
bién representa una desventaja; clinicamente, si el
NaOCIl pasa accidentalmente a la region apico-peria-
pical o si es utilizado en casos de traumatismos con
desplazamiento de cabos, perforaciones radiculares
0 piezas permanentes jovenes puede generar una le-
sién importante sobre los tejidos circundantes a la
pieza dentaria y destruir o dafar irreversiblemente
células madre con potencial de diferenciacion, tan
requeridas para las técnicas de revascularizacion
(Gernhardt et al., 2004; Lafaurie et al., 2015).

Si bien el acido hipocloroso (HOCI) es una de las mo-
léculas que se generan durante la disociacion del
hipoclorito de sodio en agua, éste no se ha utilizado
hasta el momento como irrigante aislado en odon-
tologia, aunque si en muchas otras ramas médicas.
Tanto en dermatologia, diabetologia, oftalmologia
como en ginecologia, se ha evidenciado una mejor ci-
catrizaciony curacién de las lesiones de tejidos blan-
dos sin afectar las regiones sanas (Henao Riveros et
al., 2003; Naranjo et al., 2006). El HOCI es, ademas,
una molécula que se sintetiza en forma enddgena en
el organismo. Se libera como respuesta celular a la
invasién bacteriana, durante el estallido respiratorio
(Calderdn, 2010).

Cuando se genera una extrusion de cualquier sus-
tancia irrigante por fuera de la pieza dentaria, todos
los tejidos circundantes se ven afectados, sobre todo
si la solucion posee propiedades quimicas irritantes
como en el caso del NaOCI. Estas soluciones actuan
sobre las células del tejido 6seo, del ligamento perio-
dontal y del endotelio vascular, entre otros, lo que
genera una respuesta bioldgica de tipo inflamatoria
en la region apical (Karkehabadi et al., 2018). Se sabe
que NaOCl pueda alterar al tejido dseo y al ligamento
periodontal, por un lado, e ingresar al torrente san-
guineo via endotelio vascular por el otro, extendien-
do y amplificando la lesién (Loiacono et al., 2016). El
grado de lesion o pérdida 6sea generada por estas
soluciones en modelos experimentales puede ser
cuantificable por medio de sistemas imagenoldgicos
que permitan evaluar las muestras tridimensional-
mente, como la microtomografia computada (Heuser
et al., 2015; Loiacono et al, 2024; Trigo Humaran et
al., 2022).



La odontologia experimental es utilizada para probar
distintos materiales o técnicas en modelos animales
antes de ser llevadas a la clinica. La rata se utiliza
como modelo experimental ya que presenta similitu-
des anatdmicas y bioldgicas con el humano (Pulitano
Manisagian et al., 2021). Los primeros molares infe-
riores presentan 4 raices: una mesial, una distal, una
lingual y una vestibular. Las de mayor volumeny am-
plitud son la raiz mesial y la distal, siendo la primera
la de mas féacil acceso y la elegida para los trabajos
endodonticos (Oyhanart y Canzobre, 2020). Dado que
el tejido 6seo mandibular de las ratas Wistar posee
una estructura anatémica y celular similar a los hu-
manos, se espera que responda de la misma manera
ante una noxa quimica, como es un irrigante endo-
dontico. Por otro lado, el HOCI es reconocido como
una molécula enddgena, por lo tanto, no generaria
alteraciones en los tejidos periapicales al extruirse
brindando un mejor escenario para la reparacion. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta de
los tejidos periapicales a la irrigacion del conducto
radicular con HOCI en los primeros molares inferio-
res de ratas Wistar jovenes.

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Se utilizaron 30 Ratas Wistar machos y hembras de
4 semanas de edad, con un peso entre 150 gry 180
gr, las cuales presentaban los apices de sus prime-
ros molares inferiores no totalmente desarrollados
(Oyhanart y Canzobre, 2020). Las condiciones de
habitat incluyeron jaulas de alambre galvanizado,
con un maximo de 4 animales por jaula a una tem-
peratura de 21-24° C, una humedad de 52-54% y un
fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad. Los animales
tuvieron libre acceso a la bebida y al alimento (dieta
estandar para rata-raton marca Cooperacion, Ar-
gentina). El protocolo experimental fue aprobado por
el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de
la Universidad de Buenos Aires (N° CICUAL-ODON/
FOUBA 004/2023) siguiendo las pautas establecidas
para el cuidado y uso de animales (NRC, 2011).

DISENO EXPERIMENTAL

Los animales fueron divididos en 4 grupos experi-
mentales: el grupo control (C), el grupo solucion fisio-
légica (S), el grupo hipoclorito de sodio (NaOCl) y el
grupo acido hipocloroso (HOCI). Al inicio del experi-
mento, los animales fueron anestesiados con 10 mg/
kg ketamina y 2 mg/kg xilacina (Laboratorio Holli-
day, Argentina) intraperitoneal y colocada en decu-
bito dorsal en una camilla que permitiera mantener
la boca abierta por medio de una horquilla donde se
colocaron los incisivos superiores y un dispositivo
metalico preparado ad hoc para permitir aislar el
primer molar inferior. Una vez en posicion, se aislé la
pieza dentaria y se realizé la perforacion de la cara
oclusal a nivel del cuerno pulpar mesial con una fre-
sa de ¥4 redonda y micromotor. Una vez expuesto el
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cuerno pulpar, se amplio el orificio para permitir la
entrada de limas endoddnticas. Limas de calibre 10,
15y 20 (Maillefer, Dentsply, Suiza) fueron colocadas
dentro del conducto mesial a una profundidad entre
3y 4 mm para desorganizary eliminar la mayor can-
tidad de tejido pulpar. Luego, se realizaron lavajes
segun el grupo al que pertenecieran, a saber: grupo
NaOCI, molar inferior derecho (MID) con hipoclorito
de sodio al 2,5% (Farmacia Rex, Argentina) y molar
inferior izquierdo (MII) con solucion fisioldgica (S);
grupo HOCI, MID con acido hipocloroso al 0,05% (De-
secol, Envirolife SRL, Argentina) y MII con S. Al grupo
control C no se le realizd ningun tratamiento. Las so-
luciones irrigantes fueron colocadas en anestubos
(Anescart Forte, SIDUS) vacios previamente lavados
y secados y se utilizé una aguja de anestesia odonto-
I6gica media (Deltajet, 21 mm de largo, medida 30G x
7/8 pulgadas) con un tope de silicona para asegurar
que penetre aproximadamente 4 mm desde el borde
cuspideo mesial. Luego de las irrigaciones, se seca-
ron las camaras pulpares con una torunda de algo-
don estéril y el interior de los conductos con conos
de papel estériles numero 20 y 25. La apertura fue
sellada con un cemento de iondmero vitreo tipo II
(Densell). Se realizaron controles post-operatorios
y se les aplicé terapia analgésica con tramadol (1-2
mg/kg de peso). Los animales fueron anestesiados
y eutanasiados con una inyeccion intracardiaca de
0,1-0,3 ml de Euthanyle (Brouwer, Argentina) a los 2
o alos 7 dias luego de los lavajes y se extrajeron las
mandibulas que fueron fijados en formol buffer 10%
a 4° C para su posterior andlisis microtomografico e
histolégico.

ANALISIS MICROTOMOGRAFICO

Las microfotografias se realizaron en un microtomo-
grafo SkyScan 1272 (Bruker-microCT, Kontich, Bél-
gica) bajo los siguientes parametros: 70 kV, 142 pA,
tamano de pixel de 26.4, filtro de Aluminio de 1 mm,
flat field correction ON y 1 de Paso de rotacién. Cada
escaneo fue reconstruido con el programa NRecon
v1.7.3.1 (Bruker, Kontich, Bélgica) y analizado me-
diante los softwares DataViewer y CTAn DataViewer
y CTAn v1.17 (Bruker, Kontich, Bélgica). En las image-
nes se analizd el volumen 6seo alveolar y el espesor
del espacio del ligamento periodontal (Pulitano Mani-
sagian et al., 2021).

ANALISIS HISTOLOGICO

Posteriormente al analisis microtomografico, las
muestras previamente fijadas durante 48 hs, fueron
descalcificadas en una solucion 4M EDTA en 0,4M
NaOH (Anedra, Argentina) a pH 7,2 a temperatura
ambiente y procesadas histolégicamente para su
inclusidn en parafina. Se realizaron cortes de hemi-
maxilares orientados en sentido mesio-distal a nivel
del primer molar inferior y se colorearon con Hema-
toxilinay Eosina (H&E). Los cortes histolégicos fueron
evaluados y fotografiados en un microscopio 6ptico
Eclipse Ni (Nikon, NY, USA) registrando alteraciones
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del tejido 6seo y dentario y presencia de células in-
flamatorias.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamen-
te mediante el test ANOVA de 1 via y la comparacion
multiple de Tukey usando el software InfoStat (Di
Rienzo et al., 2020). Los resultados se expresaron
como la media + desvio estandar (DE). Los valores de
p<0,05 fueron considerados estadisticamente signi-
ficativos.

RESULTADOS

2 DIAS POST APERTURA

A los 2 dias de lavaje, el area de volumen éseo (mm?)
interradicular medido entre las cuatro raices del pri-
mer molar (Figura 1) mostré una tendencia a la dis-
minucion en Sy NaOCl en comparacion con HOCI que
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se mantuvo en valores similares al grupo control (S:
1,28+0,46; NaOCI: 1,24+0,38; HOCI: 1,52+0,29) sin di-
ferencias significativas (Figura 2).

El espacio del ligamento periodontal, medido en ums,
mostrd disminucion aparente en NaOCIl respecto a
HOCI (NaOCl: 176+35; HOCI: 183+5) sin diferencias
significativas (Figuras 3y 4).

A nivel histologico, el grupo S mostré procesos infla-
matorios exacerbados debido a la presencia de in-
filtrado linfomonocitario extendido en el canal pulpa
porcion coronaria, en el espacio del ligamento perio-
dontal y espacios medulares del IBV, extendiéndose
hasta un tercio de la altura total del molar, en con-
traste con C que no mostro infiltrado (Figuras 5D y
5B). En NaOCl y HOCI, la infiltracién inflamatoria se
limitd al periapice y al tercio inferior de la médula
dsea interradicular y fue menor respecto al grupo S
(Figuras bAy 5C).
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FIGURA 1. Volumen dseo interradicular de los 4 grupos
estudiados a 48 horas. Diferencias NS entre los 4 grupos.

FIGURA 3. Espacio del ligamento periodontal de los 4 grupos
estudiados a 48 horas. Diferencias NS entre los 4 grupos.

A

A

FIGURA 2. Areas de hueso interradicular (rojo). Diferencias NS
entre los 4 grupos a 48 horas. A, Hipoclorito de sodio. B, Control.
C, Acido hipocloroso. D, Solucidn fisioldgica.

FIGURA 4. Medida del espacio del ligamento periodontal de la raiz
mesial. Diferencias NS entre los 4 grupos a 48 horas. A, Hipoclorito
de sodio. B, Control. C, Acido hipocloroso. D, Solucién fisioldgica.
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FIGURA 5. Imagenes histoldgicas de sector radicular del primer
molar inferior de ratas Wistar. 48 horas. A, Hipoclorito de sodio. B,
Control. €, Acido hipocloroso. D, Solucién fisioldgica. D, dentina; P,
tejido pulpar; HA, hueso alveolar.
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FIGURA 6. Volumen 6seo interradicular de los 4 grupos
estudiados a 7 dias. Diferencias NS entre los 4 grupos.

7 DIAS POST APERTURA

Alos 7 dias postratamiento, el area de volumen éseo
interradicular (mm?® medido entre las cuatro raices
del primer molar mostré una tendencia a disminuir
en NaOCl en comparacion con las otras condiciones
estudiadas (S: 1,97+0,53; NaOCI: 1,42+0,44; HOCI:
2,11+0,37), pero con diferencias NS (Figuras 6y 7).
El espacio del ligamento periodontal no mostré diferen-
cias entre los grupos, pero el grupo de HOCI tuvo ten-
dencia a ser similar al grupo Control (Figuras 8 y 9).

A nivel histoldgico, el grupo S mostrd procesos in-
flamatorios exacerbados debido a la presencia de

FIGURA 7. Areas de hueso interradicular (rojo). Diferencias NS
entre los 4 grupos a 7 dias. A, Hipoclorito de sodio. B, Control. C,
Acido hipocloroso. D, Solucidn fisioldgica.
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FIGURA 8. Espacio del ligamento periodontal de los 4 grupos
estudiados a 7 dias. Diferencias NS entre los 4 grupos.

infiltrado linfomonocitario extendido en el canal
pulpa porcidén coronaria, en el espacio del ligamen-
to periodontal y espacios medulares del IBV, exten-
diéndose hasta un tercio de la altura total del molar,
espacios medulares y en el hueso interradicular. (Fi-
guras 10D y 10B). En NaOCIl y HOCI, la infiltracion in-
flamatoria se limité al peridpice y al tercio inferior de
la médula dsea interradicular y fue menor respecto
al grupo S (Figuras 10Ay 10C).

DISCUSION

Naranjo et al. (2006) evaluaron el uso de acido hi-
pocloroso sobre pacientes con ulceras venosas de
miembros inferiores y observaron una alta tasa de
eficacia a los 6 meses de tratamiento, obteniendo asi
mejores resultados que con otros antisépticos. Se-
Ikon et al. (20086), al evaluar pacientes con lesiones
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FIGURA 9. Medida del espacio del ligamento periodontal de la raiz
mesial. Diferencias NS entre los 4 grupos a 7 dias. A, Hipoclorito
de sodio. B, Control. €, Acido hipocloroso. D, Solucién fisiolégica.

similares en igual localizacidn, observaron cierre y
curacién de las heridas y una disminucién en la sin-
tomatologia dolorosa. Wang et al. (2007) evaluaron
también la accion del acido hipocloroso en distintas
concentraciones en ojos de conejos, ratas y cerdos,
no encontrando irritacién local ni toxicidad sistémi-
ca. En nuestro trabajo también se observd buena
tolerancia de los tejidos periapicales que con el tra-
tamiento de NaOCI no mostraron signos de irritacion
o toxicidad.

Respecto al uso en odontologia, existen anteceden-
tes en su mayoria in vitro y relacionados con la su-
pervivencia de distintos linajes celulares y con la
capacidad antibacteriana del acido hipocloroso. En
2009, Lafaurie et al. realizaron un estudio in vitro
donde también demostraron la alta capacidad bac-
tericida del acido hipocloroso a distintas concentra-
ciones, sobre varias cepas patogénicas de la cavidad
bucal, incluyendo hongos (Karkehabadi et al., 2018).
Recientemente, el efecto antimicrobiano sobre ce-
pas de Entorococcus faecalis fue evaluado in vitro
por nuestro grupo utilizando hipoclorito de sodio al
2,5% y acido hipocloroso al 0,05%. En ambos casos,
se logroé el 100% de efectividad antimicrobiana en to-
dos los intervalos de tiempo evaluados (Loiacono et
al., 2022). Estos resultados sustentan la disminucion
de la respuesta inflamatoria pulpar y del tejido perio-
dontal observada al irrigar con HOCI respecto al uso
de solucidn fisioldgica.

La accion de Endocyn (solucion a base de agua des-
tilada y cloruro de sodio, que mediante distintos
procesos puede formar acido hipocloroso) sobre la
supervivencia de las stem cells humanas de la papi-
la apical y células aisladas del ligamento periodontal
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FIGURA 10. Imagenes histoldgicas de raices de primer molar
inferior de ratas Wistar. 7 dias. A, Hipoclorito de sodio. B, Control.
C, Acido hipocloroso. D, Solucién fisioldgica. D, dentina; P, tejido
pulpar; HA, hueso alveolar.

mostro tasas de viabilidad similares al uso de agua
destilada. Ademas de asegurar la sobrevida, el En-
docyn permite desinfectar el sistema de conductos
(Scott et al., 2018). Siguiendo el mismo concepto, se
evalud la citotoxicidad de varios irrigantes endoddn-
ticos sobre células madre mesenquimaticas dentales
y se observé que, dentro de ellos, el HOCI disminuydé
la toxicidad y que ésta es tiempo-concentracion de-
pendiente (Sismanoglu y Ercal, 2022).

Respecto de la capacidad de solubilizar material or-
ganico in vitro, Vijayaraghavan y Menon (2023) com-
pararon la disoluciéon del tejido pulpar humano con
hipoclorito de sodio al 5,25% y acido hipocloroso en
diferentes concentraciones. En ese estudio, conclu-
yeron que solo las muestras expuestas a NaOCI se
disolvieron completamente mientras que muestras
inmersas en HOCI| se degradaron parcialmente de
manera tiempo-dependiente. Resultados similares
se obtuvieron previamente en nuestro laboratorio
en donde se observé que acido hipocloroso posee
menor poder destructivo que el hipoclorito de sodio
sobre el tejido pulpar proveniente de terceros mola-
res extraidos de pacientes (Loiacono et al., 2016). En
un estudio ex vivo, Kerbl et al. (2012), observaron que
hipoclorito de sodio sobre el fémur de perros afecta
principalmente a la estructura celular del hueso es-
ponjosoy no ala porcidn cortical. Esto es consistente
con los resultados obtenidos en este estudio donde
el NaOCl tendio a disminuir el volumen del hueso me-
dular, aumentando asi el espacio entre el cemento
radicular y el hueso alveolar. Por otro lado, el hueso
alveolar y el espacio periodontal de ratas tratadas
con HOCI mantuvo su volumen respecto a las ratas
controles en ambos periodos de tiempo estudiados.



El acido hipocloroso presenta caracteristicas que
parecerian ser optimas para su uso como irrigante
endodontico ya que no mostré diferencia con otros
irrigantes en los parametros estudiados en los tiem-
pos propuestos.

CONCLUSION

En base a los resultados obtenidos en este estudio
preliminar, podemos decir que la respuesta de los
tejidos periodontales de los primeros molares man-
dibulares de ratas no muestra alteraciones signifi-
cativas cuando se irriga el conducto radicular con
acido hipocloroso y que el infiltrado inflamatorio es
menor respecto a la irrigacién con solucién fisiolo-
gica. Se debe continuar con mas estudios que permi-
tan profundizar el andlisis de las ventajas del acido
hipocloroso al utilizarse como nuevo irrigante endo-
dontico.
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