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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue analizar el precipitado formado por la interaccion de dos
disoluciones acuosas: una de hipoclorito de sodio al 5.25% y otra de gluconato de clorhexidina al 2%,
por medio de cromatografia de capa fina (TLC) y un analisis detallado de espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN-'H a 600 MHz y RMN-13C a 100 MHz) en una y dos dimensiones. Para esto, se
establecieron 3 grupos de estudio: el Grupo A correspondiente a gluconato puro de clorhexidina que fue
liofilizado y secado al vacio, el Grupo B: los precipitados obtenidos al combinar 2 ml de la disolucion de
gluconato de clorhexidina con 2 ml de la disolucion de hipoclorito de sodio y el Grupo C, una muestra
comercial de PCA (4-Cloroanilina 98%,). El sélido correspondiente al grupo B, fue lavado, centrifugado
y seco en estufa de vacio sin calentamiento por mas de 72 horas. Una vez seco, se corrieron placas de
capa fina (TLC) en diversas mezclas de elucion, y se encontré que el precipitado consistia de una mezcla
compleja de sustancias similares a la clorhexidina y que no poseia PCA. Los analisis de espectroscopia
de resonancia magnética nuclear mostraron que la sefal del carbono base del grupo amino de la PCA, a
8/146.5 ppm (grupo C), no se encontraba en el espectro de '3C de las muestras del grupo B lo que implica,
la ausencia de PCA en la muestra B. El analisis del grupo B por medio de la misma técnica, mostrd una
mezcla compleja de sefiales que corresponden probablemente, a estructuras similares a la clorhexidina
y a potenciales derivados aromaticos con una estructura similar a esta, nuevamente, no se encuentran
evidencias de PCA.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the precipitate formed by the mixture of 5,25% sodium
hypochlorite (NaOCI) and 2% chlorhexidine (CHX) through thin layer chromatography and nuclear
magnetic resonance spectroscopy (RMN-'H, 600 MHz and RMN-'3C to 100 MHz) 1D and 2D spectra.
Thus, the following groups were established: Group A corresponds to a pure freeze-dried chlorhexidine
gluconate , Group B made-up by a combination of 2ml of chlorhexidine 2% and sodium hypochlorite
5.25% and Group C was a commercial sample of PCA (4-Chloroaniline 98%). The samples of group
B were rinsed with distillated water and spinned during 15 minutes at 25°C, the supernatant was
eliminated by vacuum and vacuum chamber for 72 hours without heating. Finally, the solid was grinded
and dried in vacuum chamber for 24 hours without heating. Thin layer chromatography, shows that
sample B were composed by more than one chemical substance and Chlorexidine, the RMN-'3C showed
that the signal of the amino group characteristic of PCA appears down field (6/146.5 ppm) in C group,
meanwhile in group B appears up field (6/129ppm), which demonstrates the absence of PCA during
the process. The analysis of Group B by RMN-'3C results also, in different signals of low intensity
that correspond to similar structures to chlorhexidine and potential aromatics derivatives with similar
characteristics structures to chlorhexidine.

KEYWORDS

Sodium hypochlorite; Chlorhexidine; Precipitate; Nuclear magnetic resonance;
Thin layer chromatography; Mass spectrum.

INTRODUCCION diferentes sustancias desinfectantes, entre ellas

el hipoclorito de sodio, el EDTA, la clorhexidina, el

La terapia endodontica tiene como objetivo
principal eliminar los microorganismos del sistema
de conductos radiculares y de esta manera prevenir
lareinfeccion (1). La preparacion del conducto radicular
es uno de los procedimientos mas importantes en el
tratamiento radicular, asi como, la desinfeccion y
obturacion del mismo (2).

Anque lalimpiezay la conformacion biomecanica
del conducto radicular reduce notoriamente la
cantidad de bacterias (3), la completa desinfeccion
del conducto es dificil de obtener debido a la
complejidad de su anatomia interna (4) razon por la
cual, se debe enfatizar en el uso de medios quimicos
de limpieza y desinfeccion del conducto (5).

Para reducir al maximo la carga bacteriana

del conducto radicular a lo largo del tiempo se
ha sugerido el uso e incluso la combinacion de
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hidroxido de calcio, agua destilada, entre otros (6).

Kuruvilla & Kamath en 1998 (7) afirmaron
que una combinacion de hipoclorito de sodio al
2.5% vy clorhexidina al 2% es mas eficaz para
la desinfeccion del conducto radicular pues se
aprovecha la sustantividad de la clorhexidina y
la capacidad de disolver el tejido organico del
hipoclorito, esto comparado con el uso de cada
solucion por separado. Sin embargo estudios
posteriores demuestran que la combinacion
de estas dos sustancias produce un precipitado
café caracterizado como PCA y conocido por ser
carcinogénico y mutageénico para el ser humano (8).

No obstante, estudios recientes han
cuestionado esos hallazgos, entre ellos los
realizados por Thomas y col. (9) donde analizaron la
molécula del precipitado por medio de resonancia
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magnética nuclear (RMN-'H) de 400 MHz vy
concluyeron que en este, no existe presencia de
PCA. Nowicki y col. (10) respaldan esos resultados
y concluyen que el precipitado corresponde a
fragmentos derivados de la clorhexidina producto
de su degradacion, tales como paraclorofenilguanil
-1,6- diguanil hexano (PCGH) y para-clorofenil
urea (PCU).

De igual manera en la primera parte de
esta investigacion, se analizd el precipitado en
cuestion, utilizando resonancia magnética nuclear
(RMN-"H) de 600 MHz y se obtuvo un espectro que
muestra una compleja combinacion de sefiales, en
las que parece no haber ninguna generada por la
PCA (11).

En el 2008 Bui (12) estudid la interaccion
de hipoclorito de sodio 5.25% vy clorhexidina
2%, asi como su efecto en el conducto radicular,
utilizando microscopia electronica de barrido
(MEB), observandose que el precipitado reduce
significativamente la permeabilidad de los tubulos
dentinarios a diferentes niveles del conducto. Este
precipitado actia como un barro dentinario quimico
reduciendo la permeabilidad en el tercio apical
(13). En ambos estudios se refieren al precipitado
marron, pero no aportan informacion con respecto
a la naturaleza o composicion del mismo.

Por la sinergia lograda al utilizar en
combinacion NaOCl 5.25% y CHX 2% durante
el tratamiento del conducto radicular, merece la
utilizacion de ambas sustancias en el protocolo de
irrigacion,ademas de laaplicaciondelaclorhexidina
como medicamento intraconducto entre citas. Sin
embargo debido al desconocimiento preciso de
la naturaleza del precipitado, asi como de sus
implicaciones en el tratamiento endodontico,
actualmente no se recomienda. Asi este estudio
tiene como objetivo analizar la estructura del
precipitado formado de la interaccion entre
hipoclorito de sodio 5.25% y clorhexidina 2%, por
medio de cromatografia de capa fina (analitica

y preparativa) y un analisis de los espectros de
resonancia magnética nuclear RMN-'H 600 MHz
y RMN-13C a 100 MHz en una y dos dimensiones.

MATERIALES Y METODOS
PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de estudio se distribuyeron en
tres grupos, para el Grupo A. gluconato puro de
clorhexidina: ladisolucion comercial fue inicialmente
liofilizada en el Centro de Investigaciones en
Productos Naturales (CIPRONA) de la Universidad
de Costa Rica, posteriormente, el sélido obtenido,
se secd en desecador de vacio (24 horas). El
Grupo B: se obtuvo un sdlido de color anaranjado
al mezclar 2ml de Gluconato de Clorhexidina al
2% (Clorexil 2% MR Laboratorio Stein S.A.), con
2ml de hipoclorito de sodio al 5,25% (Receta
Magistral, Botica Saenz). El precipitado naranja,
se obtuvo luego de centrifugar (Hamilton Bell,
VanGuardV6500) 15 minutos. La mezcla se filtro
al vacio y se lavo con tres porciones de 50 ml de
agua destilada. El solido se seco en una estufa de
vacio sin calentamiento, por 72 horas. Luego de
este tiempo, se triturd y se secd adicionalmente
24 horas mas sin calentamiento. Grupo C: Muestra
comercial de PCA (4-Cloroanilina 98% Acros
Organics), se utilizo sin ningun tratamiento previo.

TLC. Se realizaron varios analisis de
cromatografia de capa fina, con los siguientes
eluentes: Mezcla de elucion 1: Alcohol, acetato
de etilo, hidroxido de amonio y agua destilada
5:1:1:3 respectivamente. Mezcla de elucion 2:
Acetato de etilo, isopropanol, amoniaco y agua
destilada 2:3:4:0,3 respectivamente. Mezcla
de elucion 3: Metanol puro. Las placas fueron
reveladas con tres disoluciones y calor: Disolucion
reveladora 1: Compuesta por 95ml de metanol y
5ml de &cido sulfurico.

Disolucion reveladora 2: se empled ninhidrina
en etanol al 2% como agente revelador.
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Disolucion reveladora 3: compuesta por 4%
acido sulfurico concentrado, 16% de acido acético
concentrado y 80% de agua destilada. Para el
revelado de las placas, se utilizd también, una
lampara ultravioleta.

Luego de la caracterizacion mediante TLC
se separa mediante 4 folios de 20X20 ¢m., una
muestra de 160 mg del precipitado, con el fin de
caracterizar los componentes del precipitado. (TLC
preparativo). Espectroscopicamente. Se aplicaron
40 mg de la muestra en cada placa cromatografica
y se secaron al aire. Las placas se corrieron en
metanol puro. Luego se revelaron con la lampara
UV, se marcaron y rasparon de la placa las zonas
que muestran compuestos. La silica se extrae con
tres porciones de metanol, se filtrd, evaporo al
vacio y secd en desecador de vacio por 12 horas
Las muestras se emplearon para los analisis de
RMN, sin mayor purificacion.

Los andlisis de RMN de proton (*H-RMN)
y carbono (*3C-RMN) en una y dos dimensiones,
se realizaron en dimetil sulfoxido perdeuterado, en
un equipo de 600 MHz de la marca Bruker modelo
Ascend en el Centro de Investigacion en productos
naturales (CIPRONA) de la Universidad de Costa Rica.

RESULTADOS

La cromatografia de capa fina mostré que
a pesar de que se generan otras sustancias, gran
parte del gluconato queda intacto. No se detecto
mediante TLC, la presencia de PCA. Se lograron
separar mediante TLC preparativo, dos bandas:
una con una menor polaridad y la otra mayoritaria
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mas polar, correspondiente al gluconato de
clorhexidina. La cantidad de material obtenido por
este medio no fue suficiente para su analisis. Por
lo tanto, se analizaron los precipitados obtenidos
sin purificar por RMN.

Con respecto al analisis de Resonancia
Magnética Nuclear de '3C a 100 MHz , se establece
una sefial a campo bajo de &: 148.1 ppm para la
muestra del grupo C que corresponde al carbono
base del grupo amino presente en el PCA (Figura 2).

Para el grupo A se demuestran los
desplazamientos quimicos de las sefales
aromaticas y no se aprecian sefiales a campo bajo
(cerca de 6. 150 ppm), la sefial que presenta el
carbono base del nitrdgeno aromatico sustituido
aparece a o: 136.6 ppm (Figura 3). Con respecto
al grupo B se determin6 en la region aromatica de
las muestra sefiales en un ambito de 8: 127 a 129
ppm y tampoco se registraron sefiales cerca de d:
150 ppm (Figura 4).

La asignacion de las sefiales del gluconato
de clorhexidina se muestra en la Figura 4. Para
esta asignacion, se emplearon los espectros
en una dimension de 'H y '3C. Asi como los
bidimensionales: COSY, HSQC-edited y HMBC.

En la figura 5 se muestra el espectro de 'H
de una muestra correspondiente al grupo B y en
la Figura 6, el espectro de '3C de la misma. Se
aprecia de nuevo que esta muestra se compone
basicamente de gluconato de clorhexidina y
subproductos con caracteristicas similares. Se
emplean también.
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Figura 1. RMN'3C para una muestra comercial de comercial de PCA 98%, Acros Organics.
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Figura 2. Espectro de '3C de una muestra comercial de Gluconato de Clorhexidina.
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Figura 3. Espectro de RMN'3C de la muestra NaOCl 5,25% (Receta magistral, Botica Saenz), y clorhexidina 2%
(Clorexil 2% MR Laboratorio Stein S.A.).
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Figura 4. Espectro de mediante RMN-'H a 100 MHz de una muestra comercial de gluconato de clorhexidina 100%
(CIPRONA, Universidad de Costa Rica) en D-0.

74 0DOVTOS-Int. J. Dent. Sc. I No.19-3: 69-78, 2017. ISSN:1659-1046.



Benavides et al: Andlisis espectroscopico del precipitado formado de la mezcla de Hipoclorito de Sodio y Clorhexidina

-1
1

-k

w1

g

=—
TR

W @mh 43 M3 &% B P TH 3 48 %5 %0 45 40 I3 40 I3 is 13 18 &3
f1 fopenh

Figura 5. Espectro de RMN-"H a400 MHz del Grupo 2.
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Figura 6. Seccion del espectro HSQC editado para el Grupo B.
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Figura 7. Espectro COSY del Grupo B, A) Detalle de la regién aromética, B) Detalle de la region alifatica.
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DISCUSION

Las cromatografias desarrolladas en
la presente investigacion permitieron aislar 2
compuestos del grupo B que no pudieron ser
analizados por su poca cantidad. Sin embargo, se
determino que después del tratamiento la mayor
parte del gluconato se mantiene sin descomponerse.

De acuerdo a los andlisis realizados a las
diferentes muestras por medio de RMN de '3C a
100 MHz, se logra rescatar que en el espectro
obtenido para una muestra de PCA comercial
se marca claramente una sefial a campo bajo
correspondiente al grupo amino propio de la
para cloroanilina. De la misma forma al analizar
muestras de gluconato de clorhexidina se
observaron sefales en el espectro que coinciden
con los grupos aromaticos propios y no se
detectaron sefiales a campo bajo, lo que nos
permite confirmar esta metodologia como una
manera factible para analizar esta sustancia sin
alteraciones en su composicion.

Lo anterior resulta relevante ya que, se ha
demostrado que la clorhexidina puede hidrolizarse
espontaneamente en presencia de calor y luz
(14). Barbin y col. (15) detectaron la presencia
de PCA en una solucion acuosa de clorhexidina
0,2% a 36,5 °C después de 14 dias. Asi mismo,
Basrani, Manek & Fillery (16) demostraron que el
calentamiento de la clorhexidina 2% a 45 °C causa
la formacion inmediata de para-cloroanilina, por
lo que una metodologia que altere la propiedades
fisicas y quimicas de la clorhexidina podria afectar
directamente los resultados (7).

Metodologias anteriormente utilizadas como:
la espectrometria de masas por Basrani, Manek
& Sodhi (17)como método para caracterizar el
precipitado como PCA implico elevar latemperatura
de los compuestos hasta 500° inclusive, con el fin
de convertir la muestra en una fase gaseosa la
cual puede fragmentar los compuestos de manera
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que no habria forma de saber si la molécula de
CHX se rompi6 a través de la degradacion quimica
0 debido al proceso de espectrometria de masas
afectando los resultados (17,18). Por otro lado,
en cuanto a la cromatografia de gases también
utilizada por Basrani, Manek & Fillery (16), las
muestras también son sometidas a temperaturas
muy altas (entre 60° y 400°), inclusive la camara
que contiene la muestra siempre se encuentra
a 50° por encima del punto de ebullicion del
componente menos volatil de esta temperatura
provocando también que se hidrolizen las
moléculas de la CHX (7, 18).

En el espectro observado en la figura 3
se destaca la region aromatica de las muestras
del precipitado formado por la interaccion entre
el NaOCL 5,25% vy Gluconato de clorhexidina 2%
(grupo B). Se puede determinar a partir de estos
datos que en este precipitado no se encuentran
sefales a campo bajo, por lo tanto en definitiva
podemos asegurar que el producto de dicha
interaccion no es PCA. Este hallazgo entra en
conflicto con Basrani, Manek & Sodhi (17),
Basrani, Manek & Fillery (16) y Basrani, Manek
& Mathers (7), quienes anteriormente reportaron
que el precipitado producto de la interaccion entre
CHX 2% y NaOCl 5,25% contenia PCA (7, 16-17) y
apoya los resultados obtenidos recientemente por
Thomas & Sem (9), Nowicki & Sem (10), asi como
Prado Maira y col. (19).

Otras sefiales del espectro correspondiente
a la muestra del grupo 2 son: a &/ ppm:
128.7 y 122.1 caracteristicas del gluconato de
clorhexidina asi como las sefiales d&/ppm: 26.3 a
29.3 correspondientes a los metilenos de la cadena
interna. Se observan ademas las sefiales a &/
ppm: 160.3 y 155.2 caracteristicas de los enlaces
C=NH de los grupos Guanidino (Figura 6).

En el espectro de HSQC editado para el
grupo 2 (Figura 7) se observa nuevamente la
solidez de la estructura de la clorhexidina para
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el tratamiento efectuado ya que se aprecian
muy claramente las sefales de los dos tipos
de protones aromaticos correlacionandose con
los carbonos correspondientes. Asimismo, se
observaron correlaciones con sefiales de muy
baja intensidad que sugieren otros productos
aromaticos presentes. En la region de campo alto
(region saturada de la molécula) se demostraron
también las sefales clasicas de la cadena de
metilenos central de la clorhexidina, asi como una
correlacion en &/ppm: 2.49 con 16.7 que podria
corresponder a alguna impureza.

El COSY (Figura 8) muestra que a &/ppm:
8.03 es posible que se encuentre el proton unido a
la amina contigua al primer metileno de la cadena
(correlaciona con la sefal de 3.11). El resto de
las correlaciones (6/ppm: 7.44 con 7.33; 3.11
con 1.50 y 1.50 con 1.32) se siguen apareciendo
en los espectros de sefales a baja intensidad que
indican en todo caso que se ha obtenido en muy
pequefia proporcion uno 0 mas compuestos con
estructura similar a la clorhexidina.

Por lo tanto y de acuerdo a los resultados
obtenidos en este estudio se concluye que el
precipitado producto de la interaccion entre
hipoclorito de sodio 5,25% y Clorhexidina 2% no
corresponde a una sola sustancia y dentro de sus
contenidos se descarta la presencia de PCA pues
no se registraron sefales a campo bajo.

Los andlisis realizados mediante 13C
demostraron que en este tipo de manipulacion el
gluconato de clorhexidinano generaPCA, comprobando
ser un analisis confiable para su estudio.
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