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RESUMEN

OBJETIVO: El objetivo es demostrar o determinar mediante Resonancia Paramagnética electronica Ia
presencia de radicales libres sobre: paladar de humano, sangre humana y paladar de conejo, cuando
ellos interactuan con productos comerciales de aclaramiento dental que contienen peroxido de hidrogeno
en diversas concentraciones. MATERIALES Y METODOS: Se realizd un estudio experimental
exploratorio in vitro en 18 muestras procedentes de 4 sujetos sanos, un conejo y una de sangre total
humana. Los sujetos seleccionados para el estudio, quienes firmaron el consentimiento informado,
cumplieron con los siguientes criterios de inclusion: hombres y mujeres con un rango de edad entre 20 y
35 arios, con una higiene oral adecuada. Se excluyeron sujetos con patologias orales, sometidos a
aclaramiento dental, comprometidos sistémicamente y sujetos con alergia a alguno de los componentes a
utilizar durante el procedimiento quirurgico. La seleccién del conejo se hizo teniendo en cuenta los
siguientes criterios de inclusion: peso de 6kg, raza Checkered Giant, macho, de 8 meses de edad, sano,
criterios elegidos por el veterinario asesor para esta investigacion.RESULTADOS: Las muestras
analizadas de paladar de humano y sangre, no mostraron sefial por EPR, al menos distinguible dentro de
la resolucion del equipo por ello no son mostradas en este trabajo. En las muestras del paladar de conejo
se observo el espectro por EPR , suma de varias sefiales y puede deberse a la presencia de Mn®*,el cual
tiene un spin nuclear de 5/2 y un spin electrénico de %, a radicales libres provenientes del material
organico constituyentes del tejido y a pequerios cluster de hierro. CONCLUSIONES: Por resonancia
paramagnetica electronica es posible detectar la presencia de radicales libres en tejidos biologicos
sometidos a aclaradores dentales, siempre y cuando se cumplan ciertos parametros.
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ABSTRACT

OBJETIVE: The objective of this work is demonstrate and determinate from electron paramagnetic
resonance the presence of free radicals in: human’s palate, human blood and rabbit’s palate when they
are subject at the commercial hydrogen peroxide action. MATERIALS AND METHODS: We performed
an exploratory pilot study in vitro in 18 samples from 4 healthy subjects, a rabbit and a human whole blood.
Subjects selected for the study, who signed the informed consent, met the following inclusion criteria: men
and women with an age range between 20 and 35 years with proper oral hygiene. We excluded subjects
with oral pathologies underwent dental clearance, and systemically compromised subjects with allergy to
any of the components used during the surgical procedure. The selection of the rabbit was given the
following inclusion criteria: the weight of 6kg, Checkered Giant breed, male, 8 months old, healthy,
veterinarian criteria chosen by the advisor for this research. RESULTS: The samples of human blood and
palate, showed no signal by EPR, andalusia less distinguishable within the resolution of the equipment are
therefore not shown in this work. In the samples of rabbit palate was observed by the EPR spectrum, a
sum of several signals and may be due to the presence of Mn2 +, which has a nuclear spin 5/ 2 electron
spin and a half to free radicals from the material organic constituents of tissue and small clusters of iron.
CONCLUSIONS: It is possible discover free radicals in biological tissues undergoing dental bleaching by
electron paramagnetic resonance. They must follow a strict protocol of measurements.
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INTRODUCCION

La Resonancia Paramagnética Electronica
(EPR/RPE) se enmarca dentro de una variedad
importante de  técnicas  espectroscopicas
modernas utilizadas en el estudio de la
estructura y propiedades de la materia. Su
principio {edrico es comun a fa Resonancia
Magnética Nuclear (mas conocida por sus
aplicaciones médicas) y contiene grandes
similitudes con otras muchas espectroscopias
en que la fuente energética es la radiacion
electromagnética. (1)

Las técnicas de EPR permiten exclusivamente
la observacion de centros paramagnéticos. La
informacion que se obtiene mediante esta
técnica es muy especifica ya que se refiere
Unicamente al electron desapareado y su
entorno mas préximo. (2,3)

Las aplicaciones de la espectroscopia de
Resonancia Paramagnética Electronica son
numerosas y se extienden a diversos campos
de investigacion de la Quimica, Fisica, Biologia,
Geologia y Medicina. Por su caracter no
destructivo y su alta versatilidad es el
complemento ideal de otros métodos de
analisis, permitiendo obtener valiosa informacion
estructural y dinamica. A diferencia de otras
técnicas, puede utilizarse en el estudio de
procesos fisico-quimicos en evolucién sin
influenciar en su desarrollo. Entre sus multiples
areas de aplicacion se pueden destacar:
Fenomenos de Relajacion, Geocronologia,
Reacciones  Poliméricas, Fotosintesis y
Radicales en tejidos vivos. (4)

En los tejidos vivos, las biomoléculas, en
especial los &acidos nucleicos, hidratos de
carbono vy lipidos, no presentan en su
composicion sustancias paramagnéticas. Sin
embargo en las proteinas que contienen
metales de transicién en su centro activo, se
generan, durante su funcionamiento radicales
libres procedentes de algiin aminoacido o grupo
organico de la proteina que son susceptibles de
ser detectados mediante esta técnica . (5)

Los radicales libres son atomos o grupos de
atomos que tienen un electron desapareado en
capacidad de aparearse, por lo que son muy
reactivos. Estos radicales recorren nuestro
organismo intentando captar un electrén de las
moléculas estables con el fin de alcanzar su
estabilidad electroquimica. Una vez que el

radical libre ha conseguido captar el electron
que necesita para aparear su electron libre, Ia
molécuia estable que se lo sede se convierte a
su vez en un radical libre, por quedar con un
electron desapareado, iniciandose asi una
verdadera reaccion en cadena que destruye
nuestras células. (6)

La vida media de algunos radicaies es
demasiado transitoria para poder ser detectados
por EPR en onda continua. La técnica de los
inmovilizadores de espin consiste en la adicion
a la muestra de ciertos compuestos organicos
(principaimente aminas y compuestos nitrosos)
de manera que estos compuestos reaccionan
con los radicaies que se quieren estudiar y dan
productos que son mas facilmente detectables
por EPR debido a su mas larga vida. (7)

La preparacion de muestras biolégicas para
EPR presenta algunas caracteristicas
especiaies debido a su naturaleza. Una muestra
de EPR consiste simplemente en una
preparacion del sistema bioldgico, colocado en
un porta muestras apropiado para introducir en
la cavidad resonante. El porta muestras es un
tubo de cuarzo cuyo tamafio depende de la
frecuencia de microondas a la que se vaya a
realizar el experimento. (8)

Un inconveniente en estudios de disoluciones
acuosas a temperatura ambiente es que el agua
causa perdidas dieléctricas en la cavidad
magnética y por tanto, pérdida de la capacidad
de deteccion. Este hecho no impide Ila
realizacién de este tipo de experimentos, pero
limita ia cantidad de muestra que se puede
introducir en la cavidad (obligando ademas al
uso de porta muestras especiales, como celdas
planas o tubos mas pequerios) (8)

dekok

El aclaramiento dental se ha convertido en un
procedimiento de practica comuln en el ejercicio
odontoldgico, sin embargo las dificultades de
acceso a informacion precisa ha generado el
uso indiscriminado  de los  agentes
blanqueadores y sus técnicas; provocando
lesiones en los tejidos orales. Los estudios de
aclaramiento para dientes vitales y no vitales in
vivo e in vitro, por lo general consideran las
técnicas ambulatorias o de consultorio con
variacién de concentraciéon del agente aclarador
y sus efectos sobre el esmalte. (9-11)



El agente aclarador de uso comdn en
odontologia es el peréxido de hidrégeno. Se han
reportado  efectos adversos como son
reabsorcion radicular, sensibilidad dental y
efectos genotdxicos en estudios sobre cultivos
bacterianos de células epiteliales pero se ha
encontrado que estos efectos se reducen o se
neutralizan en presencia de enzimas
metabodlicas humanas. (12) Sin embargo
estudios realizados sobre hamster arrojaron
indicios  sobre la posible capacidad
carcinogénica de los peréxidos de hidrogeno los
cuales no se deben usar sin barrera gingival.
(12-13)

El peroxido de hidrogeno, liquido incoloro
soluble en agua, es un agente oxidante utilizado
como agente aclarador a nivel industrial y
clinico, desinfectante y neutralizador en la
industria etilica. La reaccion de los peroxidos de
hidrogeno genera especies reactivas de
oxigeno: los superoxidos (02), iones Hidroxilo
(OH), peroxidos (ROQ) y alcosilos (RO). (14,15)

Uno de los radicales considerado de los mas
reactivos es el Radical Hidroxilo. Este actua
sobre los lipidos y provoca peroxidacion lipidica
de las membranas. En las proteinas da lugar a
inactivacion enzimatica; en el ADN, ocasiona
mutaciones y puede provocar alteraciones en
los receptores celulares. (16-17)

Los efectos nocivos que causan el peréxido de
hidrogeno pueden reaccionar directamente
sobre el ADN por medio de oxigenos altamente
reactivos y especies radicales que causan
demanda oxidativa del ADN, reconocido esto
como la mayor causa de muerte celular y
mutacién en todas las células aerébicas. En
humanos la demanda oxidativa de ADN es el
principal promotor de cancer. (18)

Todas las técnicas de aclaramiento tienen por
principio activo la oxidacién y el rompimiento de
las moléculas oscurecidas a través del oxigeno
liberado por los agentes aclaradores. (19-20)

El objetivo de este estudio es explorar la
posibilidad de detectar mediante EPR la
presencia de radicales libres en tejidos
biolégicos sometidos a aclaramiento dental.

MATERIALES Y METODOS

Se realizdé un estudio experimental exploratorio
in vitro en 18 muestras procedentes de 4 sujetos
sanos, un conejo y una de sangre total humana.
Los sujetos seleccionados para el estudio,
quienes firmaron el consentimiento informado,

cumplieron con los siguientes criterios de
inclusion: hombres y mujeres con un rango de
edad entre 20 y 35 afos, con una higiene oral
adecuada. Se excluyeron sujetos con patologias
orales, sometidos a aclaramiento dental,
comprometidos sistémicamente y sujetos con
alergia a alguno de los componentes a utilizar
durante el procedimiento quirargico.

La seleccion del conejo se hizo teniendo en
cuenta los siguientes criterios de inclusiéon: peso
de 6kg, raza Checkered Giant, macho, de 8
meses de edad, sano, criterios elegidos por el
veterinario asesor para esta investigacion.

TOMA DE MUESTRAS QUIRURGICAS:

El procedimiento para la toma de la muestra de
paladar se realizd en las instalaciones de la
Universidad Nacional siguiendo el protocolo
recomendado para material biolégico: Se
realizaron los siguientes pasos para la toma de
la muestra del paladar humano, realizado por
un profesional en periodoncia, quien siguio los
protocolos de asepsia y antisepsia, se procedio
a anestesiar la zona de premolares con
lidocaina mas epinefrina al 2%, la incision se
realiz6 con hoja de bisturi # 11, el tamafio de
la muestra fue de 9mm de longitud x 3mm de
ancho aproximadamente; se realizd el
debridamiento con periostétomo obteniendo la
muestra de tejido. (Figura 1)

Figura 1. Zona de premolares de donde se
obtuvo la muestra

El lavado se realizd en una caja de petri con
solucion salina estéril durante un minuto y se
seccion6 la muestra en 3 partes iguales,
aproximadamente, que luego fueron secadas
con una gaza esteril. (Figura 2,3)



Figura 2. Muestra seccionada de paladar de
humano durante el lavado

Figura 3. Tres muestras de paladar de humano
sobre gasa esteéril

El mismo procedimiento se siguié para los otras
muestras obtenidas. Se obtuvieron un total de
12 muestras de los 4 sujetos y se llevaron en el
mismo momento al medio de cultivo,
compuesto por suero fetal bovino al 10%. Para
ser analizadas se formaron en bloques de 3
muestras como se observa en la Figura2y 3

Como control negativo de las 12 muestras se
tomaron 3 al azar, las cuales no fueron
expuestas al peréxido de hidrogeno.

Como control positivo se tomaron las 9
muestras restantes, las cuales fueron
sometidas a peroxido de hidrogeno ai 50%
durante 15 minutos. (Figura 4)

Figura 4. Tres muestras de paladar de humano
en peroxido de hidrogeno al 50%

Se secaron con gasa estéril y fueron llevadas
una a una al equipo de EPR para su lectura.
(Figura 5)

Figura 5. Una muestra de paladar en tubo de cuarzo
para llevar a la lectura en equipo de EPR

La muestra de sangre, se obtuvo de uno de los
sujetos participantes en el estudio la cual se
tomo en wun laboratorio clinico por una
bacteriéloga, utilizando un equipo de vacutainer
heparinizado, se tomaron 5ml.

Para el control negativo, de la muestra de
sangre total, en un vaso de precipitado se
adicionaron 5mg de PBN (Trampa de Spin) en
20 ml de peroxido de hidrogeno al 50% por
medio de una pipeta vy se llevé a la celda para
liguido para su lectura en el equipo de EPR.
(Figura 6)

Figura 6. Muestra de peroxido de hidrogeno mas
PBN en celda para liquidos

Para el segundo control negativo se adicionaron
en un vaso de precipitado 2ml de sangre con
PBN (Trampa De Spin) para su lectura en EPR.
(Figura 7)



Figura 7. Muestra sangre + PBN en celda para liquidos

Para el control positivo en un tubo de cuarzo del
equipo de EPR, a una muestra de 2ml de
sangre se le adicionaron peréxido de hidrogeno
al 50% con 5mg PBN vy se llevo para su
lectura. (Figura 8)

Figura 8. Muestra de sangre + PBN + peroxido al de
hidrogeno a 50% en tubo de cuarzo

El procedimiento para la obtencion de las
muestras de paladar de conejo se adelanto en
las instalaciones de la Universidad Nacional por
un Médico veterinario quien indujo la sedacion
del conejo con Xiloxina 1mg/Kg IM. Luego de
10 minutos se procedié a la profundizacion de la
anestesia con Ketamina 5mg/Kg mas Diazepam
0.4mg/kg IV en la oreja izquierda. (Figura 9,10)

Figura 9. Sedacion del conejo en pata izquierda

Figura 10. Profundizacion de la anestesia del conejo
en oreja izquierda

Después de 15 minutos se aplicé peroxido de
hidrogeno al 25% en la zona mas posterior del
paladar duro aproximadamente de 3 x 3mm
durante 15 minutos. (Figura 11)

Figura 11. Aplicacion de peroxido de hidrogeno
al 25% en zona posterior del paladar
del conejo

Luego se procedio a la obtenciéon de la muestra
realizando una incision con una hoja de bisturi
#11 en la zona tratada y posteriormente el
debridamiento con periostotomo. (Figura 12)

Figura 12. Obtencion de la muestra de paladar de conejo
sometida a peroxido de hidrogeno al 25%



La muestra extraida se lavd con agua
desmineralizada durante un minuto y se secd
con gasa estéril para ser llevada al equipo de
EPR para su lectura.

Se efectué igual procedimiento para las
muestras sometidas a perdxido de hidrogeno al
35 y 38% pero en distintas zonas del paladar
medio y anterior respectivamente.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se presentan en la Tabla 1
describiendo el experimento de las 18 muestras,
distribuidos en 6 bloques segun concentraciones
de peroxido de hidrogeno y precedencia de la
muestra, con sefnales positivas y negativas
donde se cuantifica la sefal obtenida a la
concentracion de 25% de perdxido de hidrogeno
y cualitativa en concentraciones de 35 y 38%
segun el reporte del laboratorio de resonancia
paramagnética electronica de la universidad
nacional.

RESULTADOS

El total de muestras analizadas fueron 18 y se
formaron bloques de 3 muestras aleatorias. En
la Tabla 1, los bloques 1, 2, 3,4, procedentes de
paladar de humano expuestos a
concentraciones al 50% de peroxido de
hidrégeno no presentaron sefal.

Tabla 1. De de de tejidos blandos y
‘sangre seg(n concentraciones de Peréxido de hidrégeno mediante

Bloques Muestras Procedencia Periizido de hideSgeno Bloques Resuttados

Concentracién Intensidad

1

Paladar humano % Control negativo Sin senal
2

Paladar humano 0% Sin sefial
3

Paladar humano =% Sin sefal
4

Patadar humano 0% Sin sefal

0% PBN+sangre  Controlnegativo  Sinseral
+PBN Control

una [ona e (uma una funa

Sangre humana 0% negativo Sin sedal

50% + PBN + sangm  Control positivo Sin senal
6 25% Az
Paladar animal I Exporimental Baja
% Baja

« *Ancho peo a pico (gaus )= 81 1
~Constante hperfina = 52
“Vaior g centrai= 2 02

Total muestras n= 18

El bloque 5 procedente de sangre humana
conformado por 3 muestras, la primera con PBN
y sangre, la segunda expuesta al 50% con PBN
y la tercera expuesta al 50% con PBN y sangre,
los resultados en EPR no detectaron sefales.
(Tabla 1)

Los resultados del bloque 6 procedentes de
paladar de animal fueron positivos a menor
concentracion del peroxido de hidrégeno.
(Tabla1)

La concentracion de 25% presentdé el Ancho
pico a pico (Gaus)= 51.1, Constante hiperfina =
92, Valor g central= 2.08 La sefal asociada a
radicales libres estd marcada como linea 8.
(Figura 13). '

o

h

Figura 13. El espectro de EPR proveniente del Mn®* esta
constituido por seis sefales, de los cuales los Las sefales
estan marcadas en la Figura 13 con valores numéricos del 1
al 6.

En la Figura 14, a y b, se observan los
espectros de EPR obtenidos en muestras de
paladar de conejo tratadas con peroxido de
hidrogeno al 35 y 38 % respectivamente. La
intensidad de las sefales es mucho menor que
la observada en la muestra tratada al 25%.

b
a

iy g B N

Figura 14. Espectro obtenido de muestras de paladar
de conejo sometidas a perdxido de hidrégeno
al35y38 %

DISCUSION

La resonancia paramagnética electronica resulta
efectiva en determinados tejidos cuyas
caracteristicas permiten la tenencia de sefales
facilmente detectables por el equipo. Debido a
la poca informacion bibliografica existente donde
se muestre la aplicacién de la técnica de EPR
en modelos biolégicos, en particular tejidos de
paladar, se decidi6 estudiar este material en
donde se obtuvieron resultados. Lo anterior
servira de base para estudios posteriores.



La técnica descrita y los datos mostrados en
este trabajo, corresponden a2 experiencias
iniciales cuyo objetivo final fue demostrar o
determinar mediante Resonancia
Paramagnética Electronica la presencia de
radicales libres sobre 18 muestras divididas en
blogues: 12 de paladar de humano, 3 de sangre
humana y 3 de paladar de conejo, cuando ellos
interacttan con productos comerciales de
aclaramiento dental que contienen peroxido de
hidrogeno en diversas concentraciones.

Para las muestiras en las cuales no se obtuvo
senal, (Blogues 1-4) provenientes de tejido de
paladar de humano la causa puede ser que la
aplicacion del peroxido fue después de extraida
la muestra, io que disminuye ia posibilidad de
reaccion entre el peroxido de hidrégeno y la
muestra por “muerte celular” de ia misma. Asi
pues, queda establecido que el mejor método
para ver los efectos del peroxido sobre el tejido
es cuando el estudio se realiza sobre muestras
a las cuales se les aplica el aclarador antes de
ser extraidas. No obstante las muestras
extraidas fueron pequenas, la condicion de ser
mantenidas en suero fetal bovino al 10% (inocua
para los tejidos vivos) podria permitir un iapso
de tiempo mas amplio para ei ensayo sin que
las afecte estados de oxidacion o degradacion
importantes.

Respecto al bloque 5 la causa probable, es la
actividad catalasa. Esta es una enzima que
detoxifica las células del perdxido de hidrogeno
producido en su metabolismo, al descomponer
dicho perdxido en agua y oxigeno molecular. Se
conoce en general que cada molécula de
catalasa que puede estar entre los 210 a 280
kD, consta de cuatro subunidades idénticas que
se mantienen unidas por interacciones no
covalentes. Cada subunidad contiene un grupo
prostético de protoporfirina IX, con un contenido
de hierro que representa el 0.09 % del peso
molecular total de la enzima (23,24). Esta
enzima puede estar implicada en la respuesta
negativa, puesto que su actividad podria estar
limitando la presencia de radicales activos en
los bloques 1-5 .Por otra parte el hierro por si
solo tiene un poder catalitico sobre perdxido de
hidrégeno cuando actua sobre él. (25)

El perdxido de hidrégeno es altamente reactivo
cuando entra en contacto con sustancias que lo
pueden descomponer. En concentraciones muy
altas como 50%, utilizada en paladar de humano
y sangre humana, del presente estudio, no se
encontr6 sefal, las razones pueden obedecer a
diversas causas, pero la mas probable es que a

altas concentraciones aumente ia cinética de ia
reaccion y con ello la produccion de radicales
es mucho mayor que a concentraciones
inferiores como la de los productos en estudio,
peroxido de hidrogeno al 25, 35,38%.

Asi, el primer problema a resolver es Ia
concentracion del peroxido de hidrogeno puesto
gue la intensidad de las sefiales de las muestras
sometidas a 35% y 38% es mucho menor que la
observada en la muestra tratada al 25%. (26)

CONCLUSIONES

La técnica de resonancia paramagnetica
electronica es aitamente sensible para la
determinacion de radicales libres. Sin embargo,
en algunas situaciones se deben tener unas
consideraciones relevantes para obtencion de
resultados, tales como: utilizaciéon de trampas de
spin y manipulacion adecuada de muestras. En
nuestro estudio ademas jugé un papel
importante la concentracion del peroxido de
hidrogeno.

Los resultados mostraron ia presencia de
manganeso 2+ y pequefios clusters de hierro.
Se pudo observar la presencia de pequefias
cantidades de radicales libres, esto esta avalado
por la poca intensidad de la sefial de EPR
asociadas a ellos.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar nuevos ensayos sobre
tejido que haya sido sometido a aclaradores
dentales antes de ser retirado de la cavidad oral
para la mediciéon en EPR.

Siempre que se quiera realizar mediciones con
peréxido de hidrogeno, es recomendable iniciar
con menores concentraciones, para asi evitar
distintas velocidades de oxidacion que ocurren
en la muestra debido al mayor porcentaje de
peroxido, lo que disminuye notablemente la
posibilidad de deteccion de los radicales libres
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