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RESUMEN

Introduccion: La Periodontitis Apical asintomatica (PAa) es una
enfermedad destructiva de los tejido perirradiculares del diente y de etiologia
infecciosa. Actualmente no esta claro la patogénia de la PAa como tampoco
lo estda un método de estudio no invasivo que refleje el estado de destruccién
y reparacion de los tejidos periapicales de dientes post tratamiento
endodontico.

El objetivo del presente estudio es comparar los niveles de piridinolina
de Enlace Cruzado Carboxiterminal del Telopeptido de Colageno tipo | (ICTP)
obtenidos del fluido gingival crevicular (FGC) de dientes con PAa antes y
después del tratamiento endodontico y dientes sanos, para observar si existe
asociacion entre los niveles de este marcador y la patologia en estudio, asi

como valorar el uso de FGC para el monitoreo de este tipo de enfermedad.

Materiales y métodos: Se obtuvieron muestras de FGC de dientes
con diagnéstico de PAa y de dientes sanos (N=19). Las muestras fueron
recolectadas al momento del diagnéstico y después de 1 semana post
tratamiento endodontico. Se determinaron los niveles de ICTP mediante el
inmuno ensayo enzimatico de adsorcion EIA y se realizé el analisis

estadistico de los resultados por medio del software Stata versiéon 11.1.

Resultados: EI ICTP se genera en FGC en dientes sanos y con PAa.
Si bien se observo que los niveles de ICTP fueron ligeramente mayores en
FGC de dientes con PAa que en dientes sanos, y que hubo una tendencia a
la disminucién después del tratamiento endododntico, las diferencias no fueron

estadisticamente significativas.

Conclusiones: Los niveles de ICTP en el FGC no reflejaron el estado
de salud periapical, esto podria estar influenciado por estados inflamatorios

gingivales subclinicos y/o por el N muestral bajo del presente trabajo.
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1 INTRODUCCION

La PAa es un proceso patoldgico inflamatorio y destructivo de los
tejidos periodontales del apice dentario, como consecuencia de una infeccién
de la pulpa dental y se caracteriza por no presentar sintomatologia clinica.
Dentro de la imagenologia de este cuadro patolégico, se observa un area
radiolucida apical. (1)(2)(3)

La respuesta inmune innata y adaptativa del hospedero a las especies
microbianas que colonizan el sistema de canales radiculares (SCR), da como
resultado lesiones periapicales (LPA), en las cuales se evidencia destruccion
de ligamento periodontal, cemento y tejido 6seo vecino al apice, a causa de
la reabsorcion del hueso alveolar, produciendo dos cuadros semejantes entre
si, el quiste radicular inflamatorio (QRI) y el granuloma periapical (GP), cuyo

diagnostico diferencial es soélo histopatolégico. (4)(5)

Dentro de la respuesta del hospedero en PAa se ha descrito las
métaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs), que corresponden a
enzimas que actuan influenciadas por citoquinas pro inflamatorias, las cuales
estan relacionadas con la patogénesis de las LPA, gracias a su actividad
gelatinolitica, entre otras.(27)El proceso alveolar, cuando es afectado por la
actividad de MMP libera productos como el ICTP, derivado de las fibras de
colageno tipo |, presente en un 90 % de la matriz 6sea.(6)(7)(8)Esta
proteina ha sido fuertemente correlacionada con enfermedades orales de
reabsorcién ésea como la periodontitis y la periimplantitis; y su consecuente
perdida de soporte.(9) De esta forma ICTP es un marcador bioldgico de
catabolismo 6seo, donde la importancia de su presencia radica en la
especificidad que posee al encontrarse en hueso y -cartilago, pero

escasamente en piel y tejidos blandos.(10)



Los métodos de estudio y diagnostico para PAa tienen como gran
desventaja ser invasivos y no permitir el monitoreo de la evaluacién de las
LPA tras finalizar el tratamiento. (11) El FGC se ha estado utilizando para el
estudio de marcadores de enfermedades periodontales y recientemente su

uso se ha extendido para la caracterizacion de PAa.(12)

A la fecha el estudio de ICTP de dientes con PAa periodontalmente
sano no se ha realizado, es por esto que se presenta el siguiente estudio a
fin de caracterizar la patologia y buscar nuevos métodos no invasivos para el

diagnostico y seguimiento clinico del paciente.

El objetivo del presente estudio es comparar los niveles de ICTP
obtenidos del FGC de dientes con PAa antes y después del tratamiento
endodontico y dientes sanos y observar si existe asociacion entre los niveles

de este marcador vy la patologia en estudio.

2 MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de Periodontitis Apical (PA):

La destruccion de los tejidos duros del diente lleva consecuentemente a
la apertura de la cavidad pulpar y la exposicién de tejido pulpar al medio oral.
Este tejido se caracteriza por ser un tejido conectivo altamente inervado y
vascularizado, con multiples funciones como la nutricion, sensibilidad vy
defensa del diente, que en condiciones de salud se presenta sin
sintomatologia y con respuesta positiva a pruebas de estimulos pulpares(1)
(13).

Dentro de las causas mas frecuente de la exposicidén de la pulpa dental
esta la caries, pero también este tejido se puede exponer a la filtracion
bacteriana autégena por enfermedad periodontal, cracks, trauma, iatrogenia
a través de los tubulos dentinarios expuestos o por medio de la circulacion

sanguinea periférica, proceso conocido como anacoresis. (9)



Los microorganismos adaptados segun su habitat, protegidos de las
lineas de defensa del hospedero, gracias a la ausencia de microcirculaciéon
en el canal radicular, y su organizacion en forma de biofilm, uniéndose a las
paredes de los canales, inducen a adquirir propiedades especiales como
antigenicidad, actividad mitogénica, capacidad quimiotactica, destruccion de
los tejidos mediado por actividad enzimatica y capacidad de activar células

del hospedero. (9)

De esta forma se desarrolla un ambiente propicio para el asentamiento
de una microbiota mixta predominantemente bacteriana, anaerdbica vy
oportunista, provocando la inflamacién y necrosis de la pulpa dental.
(9)(14)(15)(16)

La microbiota al interior del canal radicular en dientes con LPA esta
compuesta principalmente por anaerobios estrictos del género
Fusobacterium, Porphyromona, Provetella, Eubacterium y
Peptostreptococcus. Siendo de mayor predominancia anaerobia en coronas
clinicas no expuestas al medio (mayor de 90%) que en aquellas que si estan
expuestas a la cavidad oral.(15)(17)Por lo tanto, la exposicion de la pulpa

dental a la boca es la ruta mas importante de la infeccién endodontica.(9)

Como resultado de la interaccion de la respuesta del hospedero a los
microorganismos y sus toxinas al interior del SCR (18), se genera una
entidad patolégica llamada Periodontitis Apical (PA), que corresponde a un
grupo de enfermedades inflamatorias multifactoriales, en las cuales se
pierden las caracteristicas normales de los tejidos periradiculares del diente y
se produce la destruccion de éstos (ligamento periodontal, cemento radicular
y hueso alveolar). ElI diente comprometido presenta clinicamente una
respuesta negativa a las pruebas de sensibilidad pulpar. Esta patologia
comienza como una inflamacién aguda del ligamento periodontal apical,
pudiendo estar acompafiada de sintomas como dolor o sensibilidad a la
percusion. (1)(15)(19)

De acuerdo a lo propuesto por la Asociacion Americana de
Endodoncia (AAE) existen diferentes tipos de diagndsticos a nivel apical,

entre los que se encuentran los siguientes (1):
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Periodontitis apical sintomatica: Inflamacion de etiologia no
necesariamente bacteriana, usualmente del periodonto apical, produciendo
sintomatologia clinica, incluyendo dolor en la masticacién y/o percusién o
palpacion .Puede o no tener un area radiollcida.

PAa: Inflamacion y destruccién de los tejidos apicales de origen pulpar
y sin sintomatologia clinica.

Absceso apical agudo: Reaccion inflamatoria producto de la infeccion
pulpar de inicio rapido. Dolor espontaneo, sensibilidad a la presion, formacién
de pus e inflamacion de los tejidos asociados.

Absceso apical cronico: Inflamacién reaccional producto de la
infeccién pulpar de inicio gradual, poco a ninguna molestia y la descarga
intermitente de pus a través de un tracto sinuoso.

Osteitis condensante: Representacion radiopaca, difusa, localizada
producto de un estimulo inflamatorio de baja intensidad y usualmente se

observa en el apice del diente.

2.2 Periodontitis Apical Asintomatica(PAa):

Como se mencion6 anteriormente, la PAa es un proceso patoldgico
inflamatorio y destructivo de los tejidos periodontales en la regién periapical
del diente como consecuencia de una infeccién de la pulpa dental y se
caracteriza por no presentar sintomatologia clinica, ademas de un area

radiolucida apical en la imagen radiografica. (1)(2)(3)

La PAa histolégicamente se caracteriza por el predominio de
macrofagos, linfocitos y células plasmaticas, por sobre la cantidad de
polimorfonuclear neutréfilo (PMNN) que conforman la mayoria del infiltrado
inicial. Esta respuesta inmune innata y adaptativa no es capaz de eliminar
por completo a los microorganismos, produciéndose una barrera circunscrita
que previene la diseminacion de la infeccidon a otras partes del cuerpo. Estas
areas limitadas son conocidas como LPA, identificandose dos tipos: el quiste
radicular inflamatorio (QRI) y el granuloma periapical (GP). Un 50% de las
LPA se encuentran epitelizadas, en algunos casos la lesién corresponde a un

GP que puede evolucionar a un QRI, presentandose como dos entidades con
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caracteristicas histoldgicas distintas, a pesar de tener la misma
sintomatologia clinica, por lo tanto el diagndstico diferencial de este tipo de

lesiones es histopatolégico. (4)(5)(20)(21)

Histologicamente estas lesiones pueden corresponder a GP, el cual se
caracteriza por ser una masa localizada de tejido inflamatorio agudo vy
cronico que contiene macréfagos, PMNM, linfocitos B y T, islotes celulares de
restos epiteliales de Malassez con capacidad proliferativa y organizacional o
desarrollar otro tipo de lesion, como el QRI que corresponde a una lesién
inflamatoria crénica con una cavidad patologica cerrada epiteliatizada de
forma parcial o totalmente por un epitelio escamoso estratificado no
queratinizado de base conectivo fibroso, con un infiltrado celular
principalmente compuesto por: macréfagos, pequefios vasos sanguineos y

cristales de colesterol .Todo contenido envuelto por una capsula. (3)

2.3 Respuesta del Hospedero y Mediadores Metabolicos en PAa:

La respuesta inmunoinflamatoria generada por el hospedero a
consecuencia de la infeccion bacteriana, involucra células, metabolitos,
moléculas efectoras, anticuerpos (9) y mediadores inflamatorios, los que a su
vez van determinando la progresiéon de la PAa (15). Mientras que su
magnitud es directamente proporcional al numero y virulencia de los

microorganismos presentes en la infeccion (23).

La forma en que las bacterias ejercen su patogenicidad en los tejidos
del hospedero puede ser de forma directa y / o indirecta. Los mecanismos
indirectos incluyen factores secretados por las células del hospedero y /o la
matriz intercelular de los tejidos conectivos, como enzimas, exotoxinas y
productos finales del metabolismo.(14) Los factores bacterianos que causan
dafos directos en el tejido son el peptidoglicano, acido lipoteicoico, fimbrias,
flagelos, proteinas de membrana externa y vesiculas, el ADN,
exopolisacaridos y LPS que se desprenden a los tejidos perirradiculares y

actian como modulinas para estimular el desarrollo de las reacciones
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inmunitarias del huésped, dando origen a una destruccion grave de los
tejidos. (18)

La respuesta pulpar frente a la invasion bacteriana induce la afluencia
de PMNN y mondcitos principalmente. A medida que avanza la infeccion
hacia el periapice se genera el inicio de la inflamacién del ligamento
periodontal apical que comprende una hiperemia, congestion vascular,
edema, extravasacion de PMNN y una reabsorcion ésea inicial no observable
radiograficamente.(15). El infiltrado celular se hace mixto y a ello se suman
otras especies celulares como Linfocito T(LT)-helper, LT citotéxico/supresor,
Linfocito B (LB) y células plasmaticas y Natural Killer (NK), que interactuan
con mediadores de la inflamacién , anticuerpos y enzimas como las
Interleuquinas ( IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8), factores de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), MMPs , protaglandinas e inmunoglobulinas (Ig) (11)(14)(15) como
IgG y IgA, induciendo una reaccién inmunoinflamatoria que genera dafio
tisular. (18)

Desde el punto histopatolégico el infiltrado celular inicial compuesto
principalmente por PMNN, tiene un cambio en su poblacién. La mayor parte
del contenido celular producto de la respuesta inflamatoria de las PAa pasa a
estar compuesto por macrofagos y linfocitos. Los macrofagos que llegan a
los tejidos perirradiculares y apicales provienen de los monocitos que circulan
a través de los vasos sanguineos vecinos, y que son atraidos gracias a la

accion de quimioquinas. (9)(23)

Los macrofagos son estimulados por la accion de citoquinas pro-

inflamatorias como interferon gamma (INF-Y), provenientes de linfocitos T

activados y productos bacterianos componente de la pared celular de
bacterias Gram negativa, como el LPS. (9) Estos se involucran en un proceso
de diferenciacion celular a osteoclasto, conocido como osteoclastogénesis,
estimulado por la citoquina ligando del receptor activador para el factor
nuclear Kappa-B (RANKL), (23) producida principalmente, por los mismos

macrofagos presentes en las LPA (24). Dentro de funciones de los
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macrofagos esta la fagocitosis y lisis bacteriana, como rol principal, pero
ademas controlar el inicio y regulacion del proceso inflamatorio al producir IL
—1a, IL-1 B y TNF-q, la activacién de osteoclastos y secrecion de MMPs y
prostaglandinas que participan en la destruccion de tejido éseo (23) y con
ellos la reabsorcion 6sea apical caracteristica en los dientes con esta

enfermedad.

2.4 Catabolismo Oseo en PAa:

El proceso alveolar donde se manifiesta las PAa a nivel periapical,
como todo tejido o&seo, posee componentes tanto organicos como
inorganicos. La porcion inorganica del hueso constituye alrededor de un 65 %
de su peso seco, principalmente compuesto por elementos como el calcio y
fésforo que existen mayoritariamente en forma de cristales de hidroxiapatita
(Ca10 (PO4)6(0OH)2), los cuales estan dispuestos en forma ordenada a lo
largo de fibras colagenas tipo |. Mientras que la porcién organica, constituye
alrededor del 35% de su peso seco, compuesto casi en su totalidad con 90%
de fibras colagenas de tipo |, enlazada a nivel transversal por enlaces
cruzados. El resto de esta porcion estda compuesta por glicoproteinas como
osteocalcina, sialoproteina Osea, fosfoproteina, osteonectina, proteinas

especificas de hueso, proteina morfogenética ésea y proteoglicanos.(26)

El catabolismo 6seo es dependiente de la accion del osteoclasto,
célula multinucleada movil, proveniente de la diferenciacién de la célula
progenitora de granulocitos y macrofagos (GM-CFU) al interactuar con
RANKL. Esta célula se adhiere a la superficie dsea por medio de filamentos
de actina creando un cierre hermético, denominado compartimiento
subosteoclastico, donde se aloja una porcion de la célula con prolongaciones
digitiformes y activas, en borde de cepillos, sellada al hueso creando un

microambiente ideal para este mecanismo de reabsorcion. (26)

Dentro de los osteoclastos, la enzima anhidrasa carbodnica cataliza la
formacion intracelular de acido carbonico a partir de didéxido de carbono y

agua. El acido carbdnico se disocia dentro de la célula en protones e iones
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bicarbonatos. Estos ultimos, acompafiados de Na* cruzan el plasmalema y
entran en los capilares vecinos. La bomba de protones en el plasmalema del
borde en cepillos de los ostesteoclastos transportan activamente iones H* al
compartimiento subosteoclastico y reducen el pH hasta un valor aproximado
de 4.5 creando un microambiente, para asi ejercer su funcién
desmineralizante.(27). EI componente inorganico de la matriz se disuelve a
medida que se acidifica el ambiente y los minerales liberados pasan al
citoplasma del osteoclasto para ser transportados a los capilares mas

cercanos.

Mientras ocurre la desmineralizacion de la fase inorganica
continuamente se va dejando expuesta la fase organica del tejido 6seo. Las
fibras de colageno |, principal componente de esta fase, se ve sometida a la
accién enzimatica de proteasas como: cisteinas (principalmente la cisteina
lisosomal catepsina K), fosfatasa alcalina acida tartaro resistente (TRAP) y
MMPs. Se ha demostrado la participacion de colagenasas como MMP. -1, -
13y -14 y gelatinasas como la MMP-2 y -9(27).

De esta forma al finalizar el proceso de reabsorcion dsea se liberan al
medio extracelular productos del catabolismo 6seo, considerados
marcadores de destruccidon 6sea, como por ejemplo el ICTP, proveniente de

la degradacion de las fibras colagenas tipo I.

2.5 ICTP:

El tejido 6seo y especificamente las fibras de colageno tipo I, es
afectado en el proceso de reabsorcién 6sea por diferentes tipos de enzimas
proteasas como las MMP. Varios tipos de estas enzimas han sido
identificadas como participantes de la reabsorcion de la matriz organica del
hueso, como las MMPs 2, 8, 9,13 y 14(6)(7)(30)31)

A consecuencia de la accion enzimatica sobre las fibras de colageno |,
se liberan subproductos de esta fibrilla en forma de pequenos fragmentos de
12-20 kDa.(32). Uno de estos fragmentos es conocido como ICTP,

considerado marcador biolégico de la reabsorcion ésea.(32)
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La ordenacién espacial de las fibras de colageno tipo | deriva de
modificaciones post traducciones al finalizar la sintesis de procolageno, como
la formacion de enlaces cruzados a través de la enzima lisil oxidasa.(33)
entre dos residuos de piridinolinas y uno de desoxipiridinolinas o entre tres

residuos de piridinolina de las regiones de telopéptidos. (30)

La estructura del ICTP derivada de su forma original tiene dos
telepéptidos carboxiterminal en la cadena a1 y uno en la region helicoidal de
la cadena a2. Este enlace cruzado es esencial para la estabilidad mecanica
de una matriz madura y se presenta especificamente en tejido éseo vy

cartilaginoso, no asi en tejidos blandos como la piel. (31)

Es por esto que el ICTP da especificidad y sensibilidad al proceso de
reabsorcidon Osea, representa un potencial valor diagnéstico para la
enfermedad periodontal, pudiendo ser utilizada para diferenciar entre
inflamacion gingival y la destruccion 6sea de una periodontitis o una
periimplantitis.(13) Ademas, también esta presente como marcador de
enfermedades sistémicas como las artritis reumatoidea, osteoporosis,
hiperparatirodismo y deferentes tipos de cancer como el de pulmén, mamas y
préstata. (13)(33)(34)(35)(36) Siendo el ICTP un instrumento util para la
evaluacion de las tasas de la remodelacion 6sea en la enfermedad Osea
metabdlica como marcador bioldgico de reabsorcion activa de hueso,

confirmado a través de estudios histomorfométricos (8)

2.6 ICTP en FGC:

El FGC, en estado de salud, es un extravasado plasmatico
con elementos que provienen de una mezcla de varios componentes
provenientes de los tejidos del huésped y el suero. Sin embargo, durante la
inflamacion, este exudado contiene placa dental supra y subgingival, ademas
de células del periodonto y de defensa, anticuerpos, citoquinas, enzimas vy

productos de la degradacion tisular.
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Estudios han asociado los niveles de ICTP en FGC para identificar y
predecir la progresion de la enfermedad periodontal y para monitorear la
respuesta al tratamiento, donde los sacos periodontales de la periodontitis
cronica han mostrado una cantidad significativamente mayor de niveles de
ICTP que los sitios sanos o con diagndstico de gingivitis, ademas los
niveles de ICTP bajaron significativamente después de tratamiento

periodontal no quirargico. (36)(37)

Otros estudios correlacionan fuertemente los niveles de ICTP y los
niveles de diferentes especies de periodontopatégenos incluyendo
Bacteroides forsythus, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens y Treponema denticola, lo cual indica que existe una
relacion positiva entre el marcador de reabsorcion 6sea ICTP y los

periodontopatégenos (31)

2.7 FGC y su utilidad en el estudio de la PAa:

Los métodos de estudio y diagndéstico para PAa se basan
principalmente en la biopsia periapical y su estudio anatomopatoldgico, los
cuales sdlo pueden realizarse posterior a la exodoncia del diente, mediante
cirugia periapical o a través del canal radicular, al inicio del tratamiento
endodontico. Estos métodos de estudio tienen como gran desventaja ser
invasivos y no permitir el monitoreo de la evaluacién de la lesion tras finalizar
el tratamiento. (38) Ademas se debe considerar que para tener una
reparacion de los tejidos periapicales en dientes con tratamiento de

endodoncia pueden pasar hasta 4 afios.(39)(40)
El FGC se ha convertido en un excelente método de diagndstico de la
destruccion del periodonto, ademas de ser un método comodo, no invasivo y

eficaz para el examen de la cavidad oral. (41)

Recientemente, el FGC se ha estado utilizando para la caracterizacion

de PAa.(12) Estudios actuales han descrito la actividad de gelatinaza para
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MMP-2 y -9 a partir de muestras de FGC de dientes con LPA en

comparacion a dientes sanos en el mismo sujeto. (41)

Con esta evidencia se da paso a importantes lineas de investigacion y
futuros estudios longitudinales para evaluar y demostrar la relacion entre la
composicion del FGC y el estado de catabolismo de dientes con PAa. Pero
queda por aclarar varias interrogantes, una de estas es la relacion que existe
entre el tratamiento endodontico, la recuperacion de los tejidos periapicales y
los niveles de ICTP. (33) (34)

Por estas razones, el propdsito del presente estudio es comparar los
niveles de ICTP obtenidos del FGC de dientes periodontalmente sano con
PAa antes y después del tratamiento endodontico y dientes sanos, utilizando
para tal analisis el test de EIA para ICTP y observar si existe asociacion entre
los niveles de este marcador y la patologia en estudio, asi como valorar el

uso de FGC para el monitoreo de este tipo de enfermedad.

3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis:

Los niveles de piridinolina de enlace cruzado carboxiterminal del
telopeptido de colageno tipo | (ICTP), presente en el fluido gingival crevicular
(FGC), aumentan en dientes con periodontitis apical asintomatica (PAa), en
comparacion con dientes sanos y disminuyen como efecto del tratamiento de

endodoncia.
3.2 Objetivo general:
Comparar los niveles de ICTP en el fluido gingival crevicular (FGC) de

dientes con periodontitis apical asintomatica (PAa) antes y después del

tratamiento endodontico convencional, y FGC proveniente de dientes sanos.
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3.3 Objetivos especificos:
. Determinar y comparar la concentracion de proteinas totales (CTP) presentes
en FGC de dientes con PAa antes y después del tratamiento endodéntico y

en dientes sanos.

. Determinar y comparar los niveles de ICTP presentes en el FGC de dientes

con PAa antes del tratamiento y dientes sanos.

. Determinar y comparar los niveles de ICTP en FGC de dientes con PAa

antes y después del tratamiento endodontico.

. Asociar niveles de ICTP con género y parametros radiograficos.

. Asociar los niveles de ICTP con estados de salud y enfermedad del tejido

periodontal apical.

. Valorar el uso del FGC como medidor de los estados de salud y enfermedad

del tejido periodontal apical.

4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Tipo de estudio:
El trabajo realizado corresponde a un estudio de casos y controles.
4.2 Seleccion de la muestra:
El presente estudio fue financiado por el proyecto FONDECYT
1090461, dicho proyecto cuenta con la aprobacién del Comité de Etica de la

Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

Se seleccionaron 19 pacientes con diagndstico de PAa con 19 dientes
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unirradiculares, con indicacion de endodoncia y libres de enfermedad
periodontal. Los pacientes seleccionados fueron atendidos en la Clinica de
Endodoncia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, previa
firma de consentimiento informado (Anexo 1), el cual fue explicado por los

investigadores y se les entregd una copia a los participantes para su lectura.

Para realizar el diagnostico de la PAa se registré en una ficha clinica
adjunta (Anexo 2) la anamnesis, el examen clinico y radiografico. Segun
Gutmann, J.L. y colaboradores, fueron diagnosticados como PAa aquellos
dientes que radiograficamente presenten un area radiolucida apical y en los
cuales, los resultados de los test de sensibilidad pulpares fueron negativos y
que a la percusion la respuesta fue normal o levemente aumentada. (El frio
fue probado con Endolce® Coltene Whaledent, Langenau, Germany y el calor

con transpoliisopreno).

Se excluyeron del presente estudio a embarazadas, pacientes que
presentasen enfermedades autoinmunes y/o periodontales y aquellos
pacientes que recibieron en los dultimos tres meses medicaciéon de
antibioticos, corticoides o antiinflamatorios; también fueron excluidos dientes

ya trepanados o con endodoncia previa.(15)

4.3 Factores a considerar:

e Tamafo Radiografico de la LPA antes del tratamiento endoddntico: Variable de

tipo cuantitativa continua, medida en mm?. El area se obtuvo mediante el
calculo del diametro promedio en mm? de cada lesién (diametro vertical y
horizontal), lograndose a partir de este dato el radio respectivo, el cual fue

utilizado en el calculo del area (formula Trr?).

e Género: Variable de tipo cualitativa.

4.4 Obtencién de las muestras:

De cada paciente se obtuvieron muestras de FGC procedente del

diente con PAa antes y después del tratamiento endoddntico y del diente

- 20 -



sano. Para recolectar la muestra, se aislaron los dientes con térulas de
algoddn, se secaron suavemente con aire y se introdujo una tira de papel
absorbente (Periopaper ™ Gingival Fluid Collection Strips; Oraflow,
Smithtown, New York, USA) en el surco gingival, una vez posicionado se
dejé durante 30 segundos por sitio: mesio-vestibular, medio-vestibular, disto-
vestibular, mesio-palatino/lingual, medio-palatino/lingual y disto-
palatino/lingual; luego se depositaron en un tubo eppendorf previamente

rotulado y se almacend a - 80° C hasta su analisis.(42)(43)(44)

4.5 Procesamiento de las muestras:

Las muestras de FGC fueron eluidas utilizando amortiguador de elucion
Tris- HCI pH 7,5, 0,5 M, NaCl 2M, CaCl; 250 mM, Triton X-100 25% con
inhibidor de proteasa libres de EDTA (Complete Mini, EDTA-free,
REF11836170001, LOT 12910200, Roche Dignostics GmbH, Mannheim,
Germany), agregando 40 pl por tira, es decir 240ul por tubo; posteriormente
se agitaron mediante vortex por 30 segundos y se incubaron a 4°C durante
30 minutos. Luego, los tubos se centrifugaron a 12.500 rpm, 5 minutos a 4°C,
se recuperd el sobrenadante y se repitid el procedimiento, rescatando un
volumen final de 480 ul por tubo aproximadamente. Los eluidos fueron
conservados a -80°C por una semana hasta la realizacién del ensayo

bioquimico correspondiente.

4.5.1 Cuantificacion de Proteinas Totales.:

A cada muestra se le realizoé cuantificacién de proteinas totales (mg/ml)
mediante el método del acido bisciconinico (Micro BCA™ Protein Assay Kit,
Pierce®, Rockford, USA), segun instrucciones del fabricante. Este método
interpreta la cantidad de proteinas presentes, mediante la intensidad del color
en el espectrofotometro, para eso, la concentracién se ajustd en una curva
con albumina sérica de bovino (BSA).

Cada tubo eppendorf estaba constituido finalmente por 50 ul NaCl 0,9%,

2 ul muestra de FGC y 50 ul BCA. Luego los tubos fueron incubados por 1
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4.5

hora a 60°C. Posteriormente se centrifugaron y el sobrenadante se midié en un

espectrofotometro a 562nm.

4 5.2 Determinaciéon de niveles de ICTP:

Para determinar los niveles de ICTP en las muestras de FGC, se realizo
el test de EIA de acuerdo a las indicaciones del fabricante (ICTP EIA C-
terminal telopeptide of type | collagen, enzymeimmunoassay ", UniQ®, Orion
Diagnostica Oy, Espoo, Finland)

El Kit contenia una placa de ensayo conformada con 96 pocillos, a cada
uno de ellos se encontraba unido el anticuerpo anti-conejo especifico para
ICTP humano. Los estandares y las muestras de eluido de FGC se
afadieron a los pocillos.

Luego, se agregd una cantidad determinada de ICTP marcada con
enzima peroxidasa conjugada de color rojo de deteccién anti-conejo de ICTP
a los pocillos, compitiendo con una cantidad desconocida de ICTP,
produciendo un complejo antigeno-anticuerpo. Luego es seguido por un
antigeno de anti-conejo color azul, el cual rompe el complejo y libera el
antigeno libre y se elimina. La cantidad de ICTP en el pocillo es inversamente
proporcional a la intensidad del color. La intensidad del color se midié en un
espectrofotometro a 450 nm y mediante una curva de absorbancia v/s
concentracion, confeccionada con los valores de los estandares, se

determinaron los niveles de ICTP en cada muestra.

Los niveles de ICTP fueron normalizados por sitio ICTP (ug/L) y por CPT
(ug/L).

Analisis de los datos:

El analisis estadistico se realizd con el programa Stata v11.1 utilizando

diversos test:

e Las caracteristicas de los pacientes a los cuales se les tomé muestras de FGC
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de dientes con PAa antes del tratamiento endododntico fueron analizadas

considerando el promedio + desviacién estandar.

e La distribucion de normalidad de los datos se determiné aplicando el test
Shapiro-Wilk.

e Al comparar los niveles de ICTP y la CTP entre FGC de dientes con PAa y

FGC de dientes controles sin PAa se utilizo el test T pareado.

e Para comparar los niveles de ICTP y CPT entre FGC de dientes con PAa antes
y después del tratamiento endododntico se usd el test T pareado para

muestras relacionadas de acuerdo a la distribucion de los datos.
e Se utilizé el test no paramétrico de correlacion de Spearman, para asociar el
tamafo radiografico de la lesion periapical, antes del tratamiento

endodontico, con los niveles de ICTP.

e Para la asociacion entre el género y los niveles de ICTP, se utilizo el test T

pareado.

e Para el analisis de frecuencia de dientes con PAa v/s dientes sanos y para
dientes con PAa v/s dientes después de una semana de tratamiento
endodontico se realizo el test de McNemara

En todos los estudios se usé un nivel de significancia p<0,05.

5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas del grupo estudio:
El grupo en estudio estuvo conformado por un total de 19 pacientes con

un diagnostico clinico de PAa, evaluados en la clinica de endodoncia de la

Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, en el afio 2011.
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La distribucién por género de la muestra se observa en la Tabla 1. La
muestra quedé conformada por un total de 5 hombres y 14 mujeres, de los
cuales representan un 35.7 % y 64.3 % respectivamente. La edad promedio
de los individuos evaluados fue de 42.6 + 16.53 afios.

El tamano de la lesion periapical radiografica en dientes con PAa antes

del tratamiento endododntico promedio 46.84 + 35.39 mm2.

Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes a los cuales se les tomo
muestras de FGC de dientes con PAa antes del tratamiento
endodontico.

Tamafo Rx
N Edad(afios) Hombres Mujeres LPA At(mm2)
19 42.60 £ 16.53 35.70% 64.30% 46.85 + 35.39

Datos expresados como promedio + DS. RX: Radiografia. At: Antes del

tratamiento endododntico.

5.2

Niveles de ICTP y CPT en FGC de las muestras:

5.2.1 Dientes con PAa antes del tratamiento v/s dientes sanos:

Los niveles de ICTP y de CPT de las muestras de dientes con PAa
antes del tratamiento en comparacién con dientes sanos se pueden observar
en la Tabla 2. La CPT en FGC tendié a ser menor en dientes sanos que en
dientes con PAa antes del tratamiento endoddntico, sin embargo no fue
estadisticamente significativo. Los niveles de ICTP de las muestras de
dientes con PAa antes del tratamiento en comparaciéon con dientes sanos se
presentan un menor nivel en estos ultimos, aunque las diferencias no fueron

estadisticamente significativas.
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Tabla 2: Concentracion de proteinas totales y niveles de ICTP en

FGC de dientes con PAa no tratados V/S dientes sanos.

Dientes Dientes sanos

con PAa At N p
ICTP(ug/L) 0.43+0.02 0.36+.035 0.05
CPT(ug/L) 0.27+0.23 0.23+£0.20 14 0.23

Datos expresados como promedio DS. At: Antes del tratamiento endodontico.

N: Numero de muestras. No hay diferencia estadisticamente significativa

(p>0,05). ICTP (ug/L) y CPT analizado con test T pareado.

5.2.2

tratamiento endoddntico:

Dientes con PAa antes v/s dientes con PAa después del

Los datos en la Tabla 3 demuestran una tendencia hacia la disminucion

de los niveles de ICTP y de CPT en FGC en los dientes respectivos después

de 7 dias de realizado el tratamiento de endodoncia; sin embargo estas

diferencias no fueron estadisticamente significativas (p>0.05).

Tabla 3: Niveles de ICTP y CPT en FGC de dientes con PAa no tratados

v/s tratados endodonticamente después de 1 semana.

1 semana
Dientes con PAa at post- N p
tratamiento
ICTP(ug/L) 0.40+0.05 0.37+£ 0.04 5 0.09
CPT(ug/L) 0.26+0.22 0.23+0.18 15 0.22

Datos expresados como promedio DS. At: Antes del tratamiento endodontico.
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No hay diferencia estadisticamente significativa (p>0,05). ICTP (ug/L) y CPT

analizado con test T pareado.

5.3 Asociacion entre los niveles de ICTP y factores a considerar:

5.3.1 Niveles de ICTP en FGC en dientes enfermos v/s tamafio de la

lesiéon apical antes del tratamiento:

Para determinar si habia asociacion entre los niveles de ICTP (Ug/L) y
CPT (Ug/L) encontrados en FGC de dientes con PAa con el tamafno de la
LPA (medida en mm?) antes del tratamiento endodéntico, se utilizé el test no
paramétrico de correlacion de Spearman, el cual indicé que no se encontrd
asociacion entre los niveles de ICTP y CPT en FGC y el tamafo de la lesién

antes del tratamiento endodontico (p>0,05), lo que se presenta en la Tabla 4.

Tabla 4: Matriz de correlacion de Spearman de entre los niveles de ICTP
en FGC de dientes con PAa no tratados y el tamafio de la lesién antes

del tratamiento endodéntico.

Tamafio de lalesion At
(r;p)
ICTP 0.23;>0.60
CPT -0.10; > 0.70

At: Antes del tratamiento endoddntico.

5.3.2 Niveles de ICTP v/s Género:

Como se muestra en la Tabla 5, se observaron mayores niveles de

ICTP en las muestras de dientes tomadas de sujetos de género masculino
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que de género femenino. Con respecto a CPT se observd mayor
concentracion en pacientes de género femenino que de género masculino.
En ninguno de los dos casos, tanto para los niveles de ICTP y CPT hubo

diferencia significativa (p>0.05).

Tabla 5: Niveles de ICTP en el FGC de dientes con PAa no tratados de

sujetos segln género.

Femenino (0) Masculino(1) P

ICTP(ug/L)
0.37+0.05 0.40+0.05 0.24
CPT(ug/L) 0.29+0.23 0.21+0.05 0.24

Datos expresados como promedio DS. At: Antes del tratamiento endodontico.
No hay diferencia estadisticamente significativa (p>0,05). ICTP (ug/L) y CPT

analizado con test T pareado.

5.4 Andlisis de frecuencia:

541 Dientes con PAa antes del tratamiento v/s dientes sanos:

El andlisis de frecuencia de los niveles de ICTP de las muestras de
dientes con PAa antes del tratamiento en comparacion con dientes sanos se
pueden observar en la Tabla 6. Estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas (p>0.05)

Tabla 6: Frecuencia de casos y controles por medio del test de
McNemara en niveles de ICTP en FGC de dientes con PAa no tratados

V/S dientes sanos.
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PAa Sanos TOTAL
Detectado No detectado
Detectado 3 3 6
No detectado 3 6 9
TOTAL 6 9 15
p=1

5.4.2 Dientes con PAa antes del tratamiento v/s dientes después de una
semana del tratamiento endodontico.

El analisis de frecuencia se pueden observar en la Tabla 7 de los

niveles de ICTP de las muestras de dientes con PAa antes del tratamiento

en comparaciéon con dientes después de una semana del tratamiento

endododntico. Estas diferencias no fueron estadisticamente significativas

(p>0.05)

Tabla 7: Frecuencia de casos y controles por medio del test de

McNemara en niveles de ICTP en FGC de dientes con PAa no tratados

V/S dientes con tratamiento endodéntico después de una semana.

Pre-tratamiento Post-tratamiento TOTAL
Detectado No detectado
Detectado 5 3 8
No detectado 2 7 9
TOTAL 7 10 17
p= 0,65
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6 DISCUSION

La PAa es un proceso patoldgico inflamatorio y destructivo de los
tejidos periodontales del &apice dentario, como consecuencia de una
infeccion de la pulpa dental de tipo bacteriana y se caracteriza por no
presentar sintomatologia clinica.(1)(2)(3) Histolégicamente se caracteriza por
el predominio de macrofagos, linfocitos y células plasmaticas en areas
limitadas y que son conocidas como LPA, identificandose dos tipos: el QRI y
el GP.(4)

El tejido 6seo, especificamente las fibras de colageno tipo I, es
afectado en el proceso de reabsorcién 6sea por diferentes tipos de enzimas
como las MMPs. (6)(7)(28)(29) A consecuencia de la accion enzimatica sobre
las fibras de colageno |, se liberan subproductos como fragmentos de ICTP,
considerados marcadores bioldgicos de la reabsorcion ésea.(32) los cuales

son liberados a fluidos corporales vecinos, como al FGC.

El ICTP se utiliza como indicador de catabolismo 6seo y representa un
potencial valor diagnéstico para la enfermedad periodontal, como
periodontitis o periimplantitis. (36), ademas de otras enfermedades
sistémicas como las artritis reumatoidea, osteoporosis, hiperparatirodismo y

deferentes tipos de cancer como el de pulmén, mamas y prostata. (32)(37)

El presente trabajo muestra por primera vez los niveles de ICTP en
FGC de pacientes con PAa en sujetos periodontalmente sanos, punto
importante  ya que la destruccidon ésea presente en enfermedades
periodontales hace que los niveles de ICTP proveniente del tejido
periodontal destruido por la periodontitis puedan enmascararse y dar

resultados inespecificos.

Si bien se observo, que en el FGC de dientes con PAa, los niveles de
ICTP son ligeramente mayores que en dientes sanos, y que tienden a

disminuir posterior al tratamiento endoddntico, los resultados del presente
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estudio no demostraron diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de ICTP, por lo que se concluye de acuerdo a los resultados de este
estudio, que los niveles de ICTP en el FGC no reflejarian el estado de salud
o enfermedad de los tejidos periapicales y por lo tanto, no se confirma la

hipotesis planteada.

Los niveles de ICTP obtenidos no varian significativamente
dependiendo si hay o no PAa, esto podria estar influenciado por el n muestral
de este estudio. La causa por la cual se obtuvo un n de muestra reducido en
este trabajo, podria deberse, principalmente, a la alta prevalencia de
enfermedades periodontales en la poblacion chilena, alcanzando un 93,45%
entre los 35-44 afios y un 97,58% entre los 65-74 afos,(45) las cuales eran
consideradas dentro de los criterios de exclusion, ya que se produce un
cambio general en el FGC, de un extravasado plasmatico a un exudado
inflamatorio(46) .Otra posible causa para los resultados obtenidos, es la
eventual existencia de estados subclinicos de inflamacioén, ya que, algunos
pacientes incorporados en el estudio, tenian antecedentes de haber
presentado enfermedad periodontal, estando actualmente de alta en su

tratamiento periodontal. (47)

En el presente estudio, no se encontrd asociacion entre los niveles de
ICTP en el FGC y el tamafo de la lesién antes del tratamiento endodéntico.
Esto se puede deber a las limitaciones que existen en la técnica radiografica
utilizada, debido a que las radiografias periapicales siempre tienen una
distorsion por angulacion, adquirida al momento de efectuar la toma
radiografica. Por otro lado para evaluar el tamano de la lesidn periapical a
través de una radiografia periapical existen limitaciones, ya que es un estudio
plano de una estructura tridimensional, por lo tanto solo se observa los
limites de la lesién pero no asi la profundidad de esta. Estas limitaciones se
relacionan con la cantidad de pérdida 6sea causada por la lesion, la
ubicacién y la variabilidad en la calibracion del operador al momento de
tomar la radiografia y al momento de realizar la interpretacion de las
radiografias periapicales. Por lo que, la posibilidad de relacionar los niveles

de ICTP en el FGC con el tamafio radiografico de la lesion, se ven acotadas,
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al no haber forma de saber si existe actividad destructiva al momento de la
toma de la muestra, pero hasta el momento, la radiografia periapical es un
método de estudio complementario empleado para diagnosticar PAa y para
poder efectuar los tratamientos de endodoncia, teniendo un costo econémico

accesible para el paciente y para los trabajos de investigacion. (42) (48) (49)

En el presente trabajo de investigacién, no se encontré asociacion
entre los niveles de ICTP en el FGC y el género, de manera significativa, a
pesar de que los niveles de ICTP eran relativamente mayores en hombres
que en mujeres, mientras que CPT fue levemente mayor en pacientes del

género femenino.

Los hallazgos del presente trabajo de investigacion no permiten
asociar los niveles de ICTP con la etiopatogénia de la PAa presente a nivel
del FGC y por lo tanto este ultimo no podria ser considerado como un
marcador bioldgico util para diagnosticar PAa o para evaluar la evolucion del

tratamiento endoddntico.

Los resultados de este trabajo de investigacién, no logran validar
completamente el uso del FGC como posible herramienta de estudio para
diagnosticar PAa, pero la bibliografia estudiada si lo hace, encontrando
diferencia estadisticamente significativa en la CPT y en los niveles de MMP-
9, MCP-3 (proteina quimiotactica de monocitos-3) y MMP-13 en el FGC de
dientes con PAa y dientes sanos (42)(50)(51)(52)(53).Por lo cual, se sugiere
continuar el estudio de FGC, ya que es una muestra facil de recolectar, sitio-
especifica, no invasiva y disponible en todo momento, (50)con el objetivo a
largo plazo de desarrollar una prueba confiable, de bajo costo, no
invasiva, que podria ser usada como complemento de las herramientas que
actualmente se utilizan para el diagnéstico de PA (42) buscando, idealmente,
mediadores propios para la enfermedad, o con mayor expresion en ésta,
ademas de servir como un método de seguimiento de la terapia endoddntica
en los 4 anos de recuperacion de los tejidos periradiculares y con esto el
exito del tratamiento.(39)(40)

Se sugiere que en el futuro se realicen mas estudios para validar la
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metodologia expuesta en este trabajo de investigacién, aumentando el
numero de los pacientes incluidos en las muestras a fin de poder tener datos
suficientes que permitan la realizacion de comparaciones entre los grupos
estudiados, como también ocupando test mas sensibles para identificar ICTP

o aumentar cantidades FGC para la muestra.

7 CONCLUSIONES

Del presente trabajo de investigacion se pueden concluir los siguientes
puntos:
. Se puede detectar la presencia de ICTP en el FGC tanto en dientes sanos

como en dientes con PAa.

. No existen diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de

ICTP en FGC de dientes sanos y enfermos.

. No existen diferencias estadisticamente significativas entre CPT en FGC de

dientes sanos y con PAa.

. No existen diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de
ICTP en FGC de dientes con PAa antes del tratamiento en comparacion con
los niveles de ICTP en FGC de dientes con PAa después de una semana de

realizado el tratamiento.

. No existen diferencias estadisticamente significativas entre CPT en FGC de
dientes con PAa antes del tratamiento en comparacion con CPT en FGC de

dientes con PAa después de una semana de realizado el tratamiento.

. No se encontrd asociacion entre los niveles de ICTP en FGC de dientes con

PAa antes del tratamiento y el tamafio radiografico de las lesiones

periapicales.

. No se encontro relacion respecto a los niveles de ICTP en FGC de dientes

con PAa antes del tratamiento y el género.

. Los niveles de ICTP en el FGC no reflejaron el estado de salud/ enfermedad

- 32 -



de los tejidos periapicales.

. No se puede concluir si el analisis del FGC actuaria como método de estudio
de la PAa, ya que no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los niveles de ICTP en FGC de dientes sanos y enfermos.

De esta forma queda cubierto el cumplimiento del objetivo general y de
los objetivos especificos. La hipotesis planteada es rechazada, debido a que
no existen diferencias estadisticamente significativas, en los niveles de ICTP
en FGC de las diferentes muestras analizadas.

Los resultados obtenidos se pueden deber al bajo numero de muestras
estudiadas, debido a la dificultad que existe para lograr el cumplimiento de
todos los criterios de inclusion, principalmente por la alta prevalencia que

existe de enfermedades periodontales.
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ANEXOS

Anexo N°1: Consentimento Informado.

Trabajo de Investigacion: Niveles de pyridinolina de enlace cruzado
carboxyterminal del telopeptido de colageno tipo | (ICTP) en Fluido Gingival
Crevicular (FGC) de Dientes con Periodontitis Apical Asintomatica (PAa).
Objetivos: Comparar los niveles de ICTP en el fluido gingival crevicular en
dientes con periodontitis apical asintomatica antes y después del tratamiento
end oddntico.

Investigador responsable: Dra. Andrea Dezerega; Depto. de Odontologia
Conservadora, Facultad de Odontologia, Universidad de Chile. Valentina
Aranda; Tesista Alumna, Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

Antecedentes Generales

Las lesiones periapicales (periodontitis apical crénica) se producen
generalmente como consecuencia de caries dentales. El tratamiento indicado
para estas lesiones es la extraccion del diente afectado o el tratamiento
endododntico, con el objetivo de eliminar la infeccion y evitar las
complicaciones de esta patologia. El propdsito del presente estudio es
caracterizar posibles mediadores de destruccién tisular asociados a estas
lesiones, en estados de enfermedad, reparacion y salud. Este formulario sera
explicado por el investigador y se entregara a los participantes para su
lectura.

Procedimiento

Se incluiran sujetos mayores de 18 afios, que en el examen clinico y
radiografico presenten diagnéstico de Periodontitis Apical Asintomatica.
Cuando esté indicado, seran sometidos a tratamiento endododntico, durante el
cual se les tomara una muestra de fluido del surco dentario mediante tiras de
papel absorbente, antes, una semana después del tratamiento, después de 3
y 6 meses postratamiento y de un diente control. El tratamiento endodontico
sera gratuito para el paciente y efectuado por un especialista en endodoncia.

La obtencién de estas muestras en si no presenta riesgos ni costos
adicionales para el paciente.

El total de muestras y datos obtenidos seran almacenados por el
investigador responsable para su utilizacion exclusiva en el desarrollo del
presente estudio. Los datos personales e identificaciéon de los sujetos
participantes seran confidenciales. En caso de manifestar interés en los
resultados de los analisis efectuados, los interesados pueden acceder a esta
informacion  solicitandola al investigador responsable. Los sujetos
participantes pueden retirarse del estudio en cualquier momento que estimen
conveniente. En este caso, solo se estudiaran las muestras obtenidas con
anterioridad al retiro del sujeto.

Ventajas

Como ventajas de participar en el presente estudio, a todos los
participantes del mismo se les realizara en forma gratuita el tratamiento de
endodoncia, con sus respectivos controles clinicos y radiografias a los 3, 6 y
9 meses.

Declaro
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Haber comprendido las explicaciones que se me han facilitado, en un
lenguaje claro y sencillo, y el facultativo me ha permitido realizar todas las
observaciones y preguntas necesarias, resolviéendome todas las dudas que
he planteado. También comprendo que, en cualquier momento y sin
necesidad de dar explicacion alguna puedo revocar el consentimiento que
ahora presto para participar en el presente Proyecto de Investigacion.

Identificacion Paciente Identificacion Dentista: Identificacién Tesista:

Nombre..................... Nombre.........c..cooveeti Nombre..........coceeeii
RUT...ooil RUT...o RUT...coi s,
Teléfono..................... Firma..........o..ooiie . Firma.........ooooiinen.
Firma............ooooiis
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Anexo N°2: Ficha Clinica
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