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RESUMEN

Introduccion: La Periodontitis Apical Asintoméatica (PAA) se define como la
inflamacion y destruccion del periodonto apical de origen pulpar. Durante la
patogénesis de la PAA son liberadas citoquinas, éstas a su vez podrian inducir la
secrecion de Proteina C Reactiva (PCR). PCR se ha asociado a eventos pro-
inflamatorios y anti-inflamatorios que serian capaces de participar en la
patogénesis de la PAA y en potenciales respuestas sistémicas. Sin embargo, a la
fecha, no se ha determinado la presencia de PCR en lesiones apicales (LPA) de

dientes con PAA.

Objetivo: Comparar los niveles de PCR en LPA de dientes con PAA y en

ligamento periodontal sano (LS).

Materiales y Métodos: Se incluyeron muestras de LS a partir de
premolares con indicaciobn de extraccion por ortodoncia (n=39) y de LPA en
dientes con diagnadstico clinico de PAA (n=43). Las muestras se homogeneizaron
para determinar la concentracién de proteinas totales (CPT) mediante método de
acido bisciconinico (BCA) y los niveles de PCR mediante plataforma MAGPIX®.
Para la determinacion de normalidad de la distribucion de los datos se utilizé el
test Shapiro Wilk. El analisis estadistico se realiz6 mediante test de Mann-Whitney

con el programa Stata V.11.

Resultados: La CPT en homogeneizados de dientes con diagnostico de
PAA fue significativamente mayor que en muestras de LS. PCR se encontrd
presente en muestras de PAA y LS. Los niveles de PCR fueron significativamente
mayores en homogeneizados de LPA de dientes con diagnostico de PAA
comparado con homogeneizados de LS.

Conclusiones: Los niveles de PCR se encuentran significativamente
elevados en homogeneizados de LPA en asociacion con la respuesta inflamatoria

local, mientras que niveles basales se asociarian con la homeostasis del



periodonto apical. Esta proteina podria participar en el desarrollo de la LPA y
dadas sus propiedades, podria inducir una potencial respuesta inflamatoria

sistémica.



MARCO TEORICO

Patologia Periapical

El tejido periapical normal es aquel que posee hueso alveolar intacto
rodeando la raiz, espacio periodontal uniforme y respuesta normal a la percusion del
diente (AAE, 2009). Este tejido sano puede sufrir alteraciones producto de agentes
bacterianos que alcanzan la camara pulpar y canales radiculares a través de
cavidades en los tejidos duros (Aranda, 2012, Ren and Malmstrom, 2007, Skucaite
et al., 2009).

Las bacterias son capaces de invadir el espacio pulpar con su sistema de
canales radiculares (SCR) sélo cuando ocurre la necrosis séptica del tejido pulpar
(Siqueira, 2002). A su vez, la enfermedad perirradicular ocurrird luego de que los
microorganismos, o sus productos metabdlicos, tomen contacto con los tejidos que
rodean al apice (Siqueira, 2002). Cuando los agentes bacterianos y sus productos
alcanzan el peridpice se desarrolla un fendmeno inmuno-inflamatorio como
mecanismo de defensa por parte del hospedero. La reaccion que se produce
adyacente al foramen apical mayor lleva el nombre de periodontitis apical (PA)
(Peciuliene et al., 2008).

PA corresponde a un conjunto de enfermedades inflamatorias que
comprometen a los tejidos perirradiculares; el ligamento periodontal, cemento
radicular y hueso alveolar (Nair, 1997). Se subdivide segun la Asociacién
Americana de Endodoncia en cinco entidades diferentes: periodontitis apical
sintomatica (PAS), periodontitis apical asintomatica (PAA), absceso apical agudo
(AAA), absceso apical cronico (AAC) y osteitis condensante (OC) (AAE, 2009).

La PAS corresponde a la inflamaciéon del periodonto apical, asociada a un
cuadro de sintomatologia aguda que incluye una respuesta dolorosa a la
percusion y palpacién del diente (AAE, 2009). El parametro de mayor asociacion

con el diagnostico es el dolor en el momento en que los dientes antagonistas
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contactan (Gutmann et al., 2009). En relacion a la imagenologia se ha
determinado que esta entidad patologica puede o no estar asociada a un area
radioltcida periapical (AAE, 2009).

La PAA se define como la inflamacion y destruccién del periodonto apical
de origen pulpar (AAE, 2009). Se asocia clinicamente a un diente asintomatico con
pulpa necrdtica y radiograficamente con la presencia de un area radiollcida

periapical de tamafio variable (Gutmann et al., 2009).

El AAA es una reaccion inflamatoria a la infeccion pulpar y necrosis que se
caracteriza por la aparicion rapida de dolor espontaneo y a la presion del diente, y
formacién de pus en los tejidos periapicales (AAE, 2009). Se ha asociado también
a un aumento de volumen localizado en el area mucogingival, el cual puede

involucrar planos y espacios faciales (Gutmann et al., 2009).

El AAC corresponde a una reaccién inflamatoria frente a la pulpa infectada
y necrética, que se caracteriza por un inicio gradual, con pocas o bien en ausencia
de molestias y con descargas intermitentes de pus a través de un trayecto fistular
(AAE, 2009). En este tipo de patologia es frecuente la presencia de una

radiolucidez peri o pararradicular (Gutmann et al., 2009).

La OC es una lesion radiopaca difusa que se localiza en el apice de la raiz
del diente (AAE, 2009). Corresponde a una respuesta proliferativa del hueso frente
a un irritante cronico (Gutmann et al., 2009). En estos casos los dientes pueden o

no ser sensibles a la percusion y/o palpacion (Gutmann et al., 2009).

Periodontitis Apical Asintomatica

La PAA se inicia con la necrosis pulpar y la infeccion del tejido periapical
por microorganismos orales autdgenos (Nair, 1997). Estos se desarrollan en el
medioambiente endoddntico, el cual provee un habitat selectivo donde predominan

las bacterias anaerobias gram negativas (Nair, 1997). A medida que el proceso
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infeccioso se desarrolla, las bacterias se organizan en forma de biofilms,
comunidades embebidas en una matriz de exopolisacaridos que se adhieren a una

superficie humeda, en este caso el SCR de la raiz dentaria (Nair, 2006).

Las especies que se encuentran presentes a nivel apical del SCR
pertenecen a los géneros Prevotella, Fusobacterium, Peptoestreptococci,
Campylobacter, Bacteroides, Porphyromonas, Treponema Yy Eubacterium
principalmente (Figdor and Sundgvist, 2007, Gomes et al., 2004, Nair, 2004,
Siqueira, 2002). En dientes con PAA no tratada es posible encontrar generalmente
una flora bacteriana mixta, con mas de tres especies por canal (Gomes et al.,
2004). La supervivencia y patogenicidad de los microorganismos a nivel periapical
dependera de una serie de factores como la liberacion de lipopolisacéridos y otras
modulinas bacterianas, la interaccion entre especies, la habilidad para evadir la

respuesta inmune y la sintesis enzimatica (Nair, 2004, Somma et al., 2011).

Una vez establecidos en el periapice, las bacterias toman contacto con el
ligamento periodontal a través del foramen principal y foraminas, lo que activa un
fendbmeno inmuno-inflamatorio (Garrido Flores et al., 2011), e induce dafio a los
tejidos periapicales de forma directa y/o indirecta (Siqueira Jr and Roécas, 2007). El
dafio directo del periodonto apical se genera mediante productos de origen
bacteriano como enzimas, exotoxinas y metabolitos. Mientras que el dafio
indirecto se produce mediante la estimulacion de células inflamatorias y no
inflamatorias presentes en el periapice (Siqueira, 2002, Siqueira Jr and Récas,
2007).

La participacion de moléculas efectoras, anticuerpos, mediadores
intercelulares y distintos tipos de células durante la respuesta inmuno-inflamatoria
da como resultado la destruccion de los tejidos periapicales y la formacion de una
lesion periapical (LPA) (Marton and Kiss, 2000, Siqueira Jr and Régas, 2007). Este
mecanismo actia como defensa local, pero al mismo tiempo perpetia la

inflamacion en el periapice (Ingle et al., 2008).
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Desde el punto de vista anatomo patologico existen distintos tipos de LPA,
lo cual esta determinado por el balance entre los agentes microbianos y los
mecanismos de defensa del hospedero (Carrillo Garcia et al., 2007). Estas
lesiones, observadas radiograficamente como un area radioltcida alrededor del
apice, pueden corresponder a un granuloma periapical (GP) o a un quiste radicular
inflamatorio (QRI). La determinacion del diagnostico definitivo se lleva a cabo

mediante histopatologia (Carrillo Garcia et al., 2007, de Paula-Silva et al., 2009)

El GP corresponde a un tejido de granulacion compuesto por elementos
celulares de inflamacion aguda como lo son los polimorfonucleares neutréfilos
(PMNs) (Marton and Kiss, 2000, Nair, 1997), y de inflamacion crénica donde es
posible identificar macréfagos (M@), linfocitos T (LT) y B (LB), asi como también
células plasméticas (Carrillo Garcia et al., 2007). Ademas es comun encontrar
nidos de epitelio provenientes de los restos de Malassez, con capacidad latente de
multiplicacion (Carrillo Garcia et al., 2007). Un GP puede o no progresar a QRI
(Huumonen and @rstavik, 2002).

El QRI se produce como resultado directo del proceso inmuno-inflamatorio,
mediante el cual los restos epiteliales de Malassez son estimulados, produciendo
la proliferacion y formacion de una cavidad patologica delimitada por epitelio. El
QRI es una lesioén crénica, con una cavidad cerrada rodeada completamente por
epitelio escamoso estratificado no queratinizado (Carrillo Garcia et al., 2007,
Marton and Kiss, 2000). La capsula de tejido conectivo fibroso subyacente
presenta distintos grados de infiltracién celular. Este infiltrado esta constituido
principalmente por células mononucleares (Carrillo Garcia et al., 2007, Huumonen
and Qrstavik, 2002)

La mantencion de un balance entre los mecanismos de defensa y los
agentes exdgenos, genera un proceso simultaneo de destruccion-reparacion. De
esta forma la LPA puede mantenerse libre de sintomatologia de forma indefinida
(Ingle et al., 2008, Marton and Kiss, 2000).



Respuesta inmuno-inflamatoria

El sistema inmune representa un complejo conjunto de Organos, tejidos,
células y mediadores moleculares que actlan sincronicamente para asegurar la
mantencion de la salud y defender en contra de enfermedades (Ingle et al., 2008).
Los componentes de este sistema involucran elementos de la respuesta innata y

adquirida (Graunaite et al., 2011).

La respuesta innata comprende los mecanismos inespecificos compuestos
por barreras mecanicas, fisicas, quimicas y biolégicas (Barbieri Petrelli et al.,
2005). Son participes de ésta elementos celulares, como los PMNs, Mg y células
Natural Killer (NK), asi como elementos moleculares (Barbieri Petrelli et al., 2005).
Este tipo de respuesta actia de forma inmediata, no requiere exposicion previa al

antigeno, ni se modifica con la exposicion a éste (Palomo et al., 2009).

Por su parte, la respuesta inmune adquirida constituye un mecanismo de
mayor complejidad que se desarrolla ante la exposicion del organismo a un
antigeno. Esta compuesta principalmente por LT, LB y por anticuerpos, productos

de este ultimo tipo celular (Barbieri Petrelli et al., 2005).

La respuesta inmuno-inflamatoria a nivel periapical se inicia con una fase
aguda de dilatacién vascular, lo que produce la migracion de elementos celulares
al foco inflamatorio (M@, PMNs y células plasmaticas principalmente), y la

extravasacion de plasma (Carrillo Garcia et al., 2007).

En contacto con los agentes bacterianos las células presentes alrededor del
periapice se activan, desencadenando la liberacion de mediadores inflamatorios
como citoquinas, leucotrienos y factores de crecimiento (Nair, 2004). Entre estos
es posible encontrar interleuquina 1 (IL-1), interleuquina 6 (IL-6), factor de necrosis
tumoral a (TNF-a), prostaglandinas y leucotrienos (Buttke et al., 2005, Marton and
Kiss, 2000). Estos mediadores por un lado, producen la reabsorcion del tejido

0seo alrededor de la raiz (Radics et al., 2003), la cual se hace evidente en los
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examenes radiograficos de pacientes con PAA (Ingle et al., 2008), y son capaces
de viajar a zonas remotas a través del flujo sanguineo y desencadenar una

respuesta de fase aguda (Buttke et al., 2005).

La respuesta de fase aguda es un mecanismo mediante el cual se busca la
restauracion de la homeostasis (Moshage, 1997). Comprende una serie de
caracteristicas sistémicas como fiebre, neutrofilia, cambios en el metabolismo
lipidico, activacion del complemento, cambios hormonales e induccion de
proteinas de fase aguda ante procesos infecciosos, inflamatorios o neoplasicos
(Marton and Kiss, 2000, Moshage, 1997). Algunas de estas proteinas de fase
aguda han sido detectadas de forma elevada en los niveles séricos en pacientes
con LPA (Marton and Kiss, 2000).

De esta forma el sistema inmune del hospedero mantiene una defensa
activa a nivel local y sistémico en contra de los microorganismos que actiian como
una fuente persistente de agresion a los tejidos periapicales (Buttke et al., 2005,
Siqueira Jr and Roégas, 2007). Sin embargo, en PAA el organismo es incapaz de
erradicar completamente los patégenos debido a la inaccesibilidad del sistema de
defensa del huésped al SCR (Siqueira Jr and Récas, 2007), lo que deriva en una
segunda fase crénica que transcurre con la proliferacion local y/o activacion de
nuevas poblaciones celulares, vasos y componentes de la matriz extracelular en

un esfuerzo por lograr reparacion de la lesién (Gutmann et al., 2009).

Proteina C Reactiva

La Proteina C Reactiva (PCR) corresponde a una proteina de fase aguda
dependiente de calcio perteneciente a la familia de las pentraxinas (Amezcua-
Guerra L, 2007, Pepys and Hirschfield, 2003). Es una molécula compuesta por
206 aminoacidos, dispuestos en cinco unidades globulares idénticas unidas no
covalentemente. Cada una de las subunidades tiene un peso aproximado de 23
kD, y se ubica espacialmente formando un ciclo pentamérico simétrico (Eisenhardt
et al., 2009).



7

La PCR es sintetizada en los hepatocitos bajo el control transcripcional
principal de IL-6, y secundariamente de IL-1 y TNF-a (Pepys and Hirschfield,
2003). También se ha reportado su sintesis extra hepatica en células vasculares
Pepys and Hirschfield, 2003). La induccién de su produccion dependera de la
concentracion de estos mediadores que llegan al higado, por lo tanto valores
normales séricos de PCR no significan necesariamente ausencia de procesos

inflamatorios (Amezcua-Guerra L, 2007).

La PCR es producida inicialmente en forma de mondémero. Su ensamblaje
pentamérico ocurre en el reticulo endoplasmatico de hepatocitos (Du Clos and
Mold, 2004). La regulacion de su secrecion esta determinada por dos estados. En
el estado de reposo PCR se encuentra retenida en el reticulo endoplasmico de los
hepatocitos unido a carboxiesterasas. En el estado de estimulacion la unién del
complejo PCR-carboxiesterasa disminuye, lo que aumenta el transito de PCR (Du
Clos and Mold, 2004).

Al ser liberada desde la célula de origen, PCR es depositada en sitios de
inflamacion aguda donde expresa su rol biolégico (Du Clos and Mold, 2004). La
funcién primaria de la PCR humana es la unién de alta afinidad a ligandos
macromoleculares, principalmente a fosfocolina (Du Clos and Mold, 2004, Marnell
et al., 2005). Esta unién es reconocida por el factor C1q del complemento (C1q), lo
que provoca la activacion de la via clasica (Pepys and Hirschfield, 2003). Ademas
es capaz de proveer sitios de union secundarios para union del Factor H activando
la via alterna (Pepys and Hirschfield, 2003). A pesar de esta activacion por ambas
vias, PCR evita la formacion del componente terminal de la via del complemento,
limitando la lisis celular (Amezcua-Guerra L, 2007). Otras funciones de la PCR son
favorecer la adhesién a células endoteliales aumentando la expresion de
moléculas como I-CAM y V-CAM y aumentar la capacidad fagocitica de Mg,
elementos celulares protagonistas en LPA (Dominguez-Amorocho and Patifio-
Cuervo, 2008, Metzger, 2000). También se le han asociado funciones
antiinflamatorias como la inhibicion de la sintesis de radicales libres por los

neutrofilos (Premoli et al., 2013).
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Por sus caracteristicas, PCR es actualmente utilizada como marcador
asociado a estado nutricional, morbi-mortalidad de pacientes con enfermedad
renal crénica, artritis reumatoide, preeclampsia, efectos adversos durante el
embarazo y enfermedad cardiovascular, entre otras (Ardila CM, 2010). Del mismo
modo se ha determinado un impacto en el incremento de los niveles séricos de
PCR en pacientes con enfermedades propias de la cavidad oral (Ardila CM, 2010,
Ren and Malmstrom, 2007) y un aumento local de PCR en los tejidos asociados a

éstas (Proctor et al., 1991).

Proteina C Reactiva en lesiones endoddnticas

Se ha detectado PCR en biopsias de tejido periodontal en individuos con
periodontitis marginal (Lu and Jin, 2010), por lo que se ha postulado que esta
molécula podria jugar un rol importante en la homeostasis de este tejido. También
se ha encontrado esta proteina sobreexpresada en dientes con pulpitis en

comparacioén a dientes con pulpas sanas (Proctor et al., 1991).

En LPA se ha determinado la sobreexpresion de IL-6, IL-1 y TNF-a (Buttke
et al., 2005), inductores transcripcionales de PCR. Estas citoquinas ubicadas en el
peridpice podrian estimular la produccion de PCR a nivel local o hepatico. De este
modo, la sintesis y liberacién de PCR desde los hepatocitos se podria diseminar a
través de los vasos sanguineos y depositarse en sitios de inflamacién aguda,

donde expresaria su rol biolégico (Du Clos and Mold, 2004).

Dada las propiedades de PCR, un aumento en su concentracion
perirradicular podria tener como consecuencia el desarrollo de una potencial
respuesta inflamatoria sistémica. De acuerdo a lo anterior, se ha documentado en
la literatura un aumento en la concentracién plasmatica de PCR en pacientes con
enfermedades orales como periodontitis marginal (Ardila CM, 2010, Premoli et al.,
2013) y en pacientes con LPA (Buttke et al., 2005).
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Por lo tanto, niveles aumentados de PCR en LPA, como el GP y el QRI,
podrian estar relacionados con la patogénesis y progresion de la PAA y ademas,
por las caracteristicas propias de la proteina, su presencia en niveles localmente
elevados podria tener consecuencias sistémicas. Es por esto que el objetivo del
presente trabajo es determinar los niveles de PCR en LPA en dientes con

diagnéstico de PAA y en controles de LS.
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HIPOTESIS

Existen mayores niveles de Proteina C Reactiva en lesiones periapicales de

dientes con Periodontitis Apical Asintomatica respecto del ligamento periodontal

sano.

OBJETIVO GENERAL

Comparar niveles de Proteina C Reactiva en lesiones periapicales de dientes con

Periodontitis Apical Asintomatica y en ligamento periodontal sano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la concentracion de proteinas totales (CPT) en homogeneizados
de LPA en dientes con PAAy en LS.

2. Determinar los niveles de PCR en homogeneizados de LPA en dientes con
PAAYyenLS.

3. Comparar la CPT en homogeneizados de LPA en dientes con PAAy en LS.

4. Comparar los niveles de PCR en homogeneizados de LPA en dientes con
PAAYyenLS.
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio de casos y controles, se realizé en base a la seleccion
de 39 pacientes con diagnostico de tejido periapical normal en premolares y 43
con diagnéstico de PAA como consecuencia de necrosis pulpar séptica. Las
muestras se obtuvieron de dientes con indicacion de exodoncia, procedimiento
que se efectud en la Clinica de Cirugia Cuarto Afio de la Facultad de Odontologia

de la Universidad de Chile.

Antes de tomar las muestras, se dio a conocer el procedimiento a los
pacientes y se pidio su autorizacion mediante un consentimiento informado (Anexo
1). En el caso de menores de edad, se requirio el consentimiento de apoderados y
el asentimiento de pacientes (Anexo 2). Ambos documentos, como parte de un
proyecto financiado por FONDECYT, cuentan con la aprobaciéon del Comité de

Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

El diagnostico fue determinado mediante anamnesis, examen clinico y
radiogréafico. Luego de ser establecido, fue registrado en una ficha elaborada para

tal fin, en conjunto con los antecedentes del paciente (Anexo 3).

Los criterios de inclusién para el diagnéstico de PAA fueron: diente con
respuesta negativa a las pruebas de sensibilidad pulpar (prueba de calor con
transpoliisopreno y prueba de frio con Endolce® [Colténe/Whaledent Inc, Mahwah,
NJ]) y presencia de LPA = 3 mm al examen radiografico (Gutmann, 2009). La
medicion de la lesion fue determinada con el promedio entre su diametro vertical y

horizontal (Dezerega et al., 2012).

Para los pacientes con diagndstico de tejido periapical normal, se incluyeron
en el estudio aquellos que requirieron exodoncia de premolares sanos por
indicacion de ortodoncia (Dezerega et al., 2012, Mundi, 2011). Dientes
asintomaticos al examen clinico sin alteraciones en el grosor del espacio

correspondiente al ligamento periodontal (AAE, 2009).
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Se excluyeron del estudio pacientes que recibieron medicacion de
antiinflamatorios, corticoides o antibioticos en los ultimos 3 meses y pacientes con
enfermedades sistémicas (Belmar et al., 2008, Palys et al.,, 1998, Ren and
Malmstrom, 2007).

Obtencion de las muestras

En pacientes con diagndstico de PAA, con una cureta estéril (Hu-Friedy®),
se extrajo la LPA unida a la raiz del diente posterior a la exodoncia (Radics et al.,
2003). Tras su separacion se realizé lavado con 3 ml de NaCl 0,9%, el cual se
repitié tres veces. Las muestras se almacenaron en microtubos con su debido
rétulo, y se trasladaron al laboratorio de Biologia Periodontal manteniendo cadena
de frio para ser almacenadas a -80°C hasta su procesamiento (Belmar et al.,
2008).

En pacientes con diagnostico de tejido periapical sano, luego de la
extraccién dentaria se procedié a lavar el diente tres veces con 3 ml de NacCl
0,9%. Mediante sonda periodontal Carolina del Norte (Hu-Friedy®), se determind
zona de curetaje a partir de dos milimetros hacia apical del limite de la unién de la
encia con el diente. El tejido obtenido se almacend en microtubos y se trasladé al
mismo laboratorio manteniendo cadena de frio, para almacenarse a -80°C y ser

procesados en una etapa posterior (Belmar et al., 2008).

Procesamiento de las muestras

Las muestras de LPA y LS fueron homogeneizadas. Para comenzar el
procesamiento cada una de las muestras se lavo 3 veces con 1 ml de NaCl 0,9 M,
luego fue secada con papel filtro y pesada (ADAM ADA-120LC 120GX0,1MG,
Clarkson Laboratory and Supply Inc®, USA).
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Se aplic6 a cada microtubo tampon de lisis Tris- HCI pH 7,5 (0,5 M), NaCl (2
M), CaCl, (250mM), Tritdon x-100 (25%) con inhibidor de proteasa libre de EDTA
(complete Mini, EDTA-free, REF11836170001, LOT12910200, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany). El tampdn se agreg6 segun el peso de la muestra
en proporcion 10 uL de buffer por gramo de tejido. La muestra con el tampon se

homogeneiz6 en homogeneizador manual de vidrio esmerilado.

Tras la homogeneizacion se procedié a centrifugar (HERMLE Z 233 MK-2,
HERMLE LABORTECHNIK ®, Germany) cada una de las muestras en sus
respectivos tubos; primero por 5 minutos a 10.000 rpm a 4°C y posteriormente por
10 minutos a 1.000 rpm a 4°C. En cada uno de los ciclos de centrifugacion se
elimind el debris celular en el caso de que hubiese. Luego los homogeneizados se

almacenaron nuevamente en el congelador a -80°C.
Cuantificacién de Proteinas Totales

Cada una de las muestras fue sometida a cuantificacion de proteinas totales
(ng/ml) mediante el método del &cido bicinconinico (Micro BCA™ Protein Assay Kit,
Pierce®, Rockford, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este método
interpreta la cantidad de proteinas presentes mediante la intensidad del color en el
espectrofotometro. Para esto, la concentracion se ajustd en una curva con

albumina sérica de bovino (BSA).
Determinacién de niveles de PCR

La determinacion de niveles de PCR se llevd a cabo utilizando un
inmunoensayo multiple fluorescente basado en microesferas (MILLIPLEX® MAP
#SPR236), en la plataforma MAGPIX® (Luminex, X-Map Technology, Austin, TX,
USA).

Para llevar a cabo el ensayo, 25 ul de alicuotas de homogeneizado

obtenido de cada muestra fueron incubadas en una placa negra de 96 pocillos
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junto a las microesferas magnéticas acopladas al anticuerpo especifico contra la
PCR humana. Tras la incubacioén, se realizaron tres lavados con 200 ul de tampon
cada vez. A fin de retener las esferas en el proceso de lavado, la placa se
posiciond sobre un magneto por 60 segundos. Posteriormente fue afiadido el
anticuerpo de deteccion y se incubd a temperatura ambiente por 1 hora en
agitacion a 600 rpm. Luego se agreg0l estreptavidina-ficoeritrina y la placa fue
incubada a temperatura ambiente por 30 minutos adicionales. El ensayo fue
realizado en condicién de oscuridad, pues las esferas poseen fotosensibilidad, es
por esto que la placa va cubierta en todo momento con papel aluminio.
Posteriormente, la placa fue sometida a un nuevo proceso de tres lavados con 200
ul de tampoén. Las esferas fueron resuspendidas en un tampon provisto por el
fabricante y agitadas por 5 minutos a 600 rpm antes de su lectura. Finalmente, la
placa fue leida en el equipo MAGPIX® utilizando el software XPONENT. Los
niveles de PCR fueron obtenidos mediante andlisis de los datos por software
MILLIPLEX® Analyst (Vigenetech, Carlisle, Massachusetts, USA).

Analisis estadistico

El andlisis se realiz6 mediante paquete de estadistica Stata v.11. Para la
determinacion de significancia estadistica entre género de los grupos de estudio

se utilizo el test Chiz.

Para la determinacién de normalidad de la distribucion de los datos se
utilizé el test Shapiro Wilk. Tanto la concentracion de proteinas totales (CPT) como
la concentracion de PCR y de PCR estandarizado por mg de proteinas totales
presentaron distribucion no normal. Por lo tanto para las comparaciones entre los

grupos se utilizé Test de Mann-Whitney.

Para la evaluacion de correlacion entre la concentracion de PCR y edad en

ambos grupos de estudio se utilizé el test Spearman.

Se consider¢ significancia estadistica si p < 0,05.
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RESULTADOS

1. Determinantes demogréficos

Para llevar a cabo el presente estudio, se seleccionaron 82 pacientes de los
cuales se tomaron muestras de LPA y LS. Las caracteristicas demograficas se
presentan en la Tabla 1. Se obtuvieron 39 muestras de LS y 43 muestras de LPA
de dientes con diagnostico clinico y radiografico de PAA. Treinta de estos
pacientes eran mujeres y cincuenta y dos hombres, correspondiendo al 36,6% y
63,4% de la muestra respectivamente. Las edades para LS fueron de 15,5+ 5,0y
para PAA 50,2 + 16,6.

La distribucién de los pardmetros mencionados entre PAA y control no
presentd variacion estadisticamente significativa entre los grupos, con excepcion

de la edad, que fue significativamente mayor en PAA (p<0,05).

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas de poblacién en estudio segun

estado.
LS LPA b
(n=39) (n=42)
Edad (X + DS) 15,5+5,0 | 50,2 +16,6 <0,05
Género (n° de mujeres) 17 13 0,210

LS: Ligamento periodontal sano. LPA: Lesion periapical.
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2. Concentracion de Proteinas Totales

Con respecto a la CPT (Figura 1), ésta fue significativamente mayor en
LPA en comparacion con las muestras de LS. Los valores (mediana [recorrido
intercuartilico]) para LPA fueron 7,295 (6,21) ng/ml, mientras que los de LS fueron

2,15 (1,89) ng/ml.
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Figura 1. CPT en muestras de LS y LPA.

CPT: Concentracion de proteinas totales expresadas en ng/ml. LS: Ligamento

periodontal sano. LPA: Lesion periapical. * p < 0,0001
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3. Niveles de PCR

Los niveles de PCR estandarizados por ml de homogeneizado (Figura 2)
fueron significativamente mayores en las muestras de LPA, con valores (mediana
[recorrido intercuartilico]) de 26,3 (15,48) ng/ml, en comparacién con los valores

de LS que fueron 1,06 (2,055) ng/ml.
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Figura 2. Niveles de PCR en muestras de LS y LPA.

PCR: Concentracién de Proteina C Reactiva expresada en ng/ml. LS: Ligamento

periodontal sano. LPA: Lesion periapical. * p < 0,0001.
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4. Niveles de PCR estandarizados por mg de proteinas totales.

Los niveles de PCR estandarizado por mg de proteinas totales (Figura 3)

fueron significativamente mayores en las muestras de LPA con valores (mediana
[recorrido intercuartilico]) de 2,37 (1,86) ng/mg versus LS 0,53 (1,18) ng/mg.
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Figura 3. Niveles de PCR estandarizadas por mg de proteinas totales en
muestras de LS y LPA.

mgPCR: Concentracion de PCR estandarizada por miligramo de proteinas totales

expresada en ng/mg. LS: Ligamento periodontal sano. LPA: Lesion periapical.

*p < 0,0001.
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DISCUSION

La PAA corresponde a una enfermedad en que se desarrolla una respuesta
inflamatoria ante un estimulo bacteriano que implica la destruccién del tejido que
rodea el apice dentario, con la consecuente formacion de una LPA (Gazivoda et
al., 2009, Nair, 2004). Mediante el presente trabajo de investigacion, se demostré
por primera vez que los niveles de PCR se encuentran elevados en LPA de
dientes con diagndstico de PAA en comparacion con LS, apoyando un posible rol
de PCR en la patogénesis de PAA.

Los niveles de PCR en homogeneizados fueron significativamente mayores
en el tejido enfermo en comparacién con el tejido sano, en relacion con la
ocurrencia de un proceso inflamatorio asociado a LPA. Estos resultados
concuerdan con estudios anteriores en que se ha demostrado la sobreexpresion
de PCR en dientes con pulpas inflamadas (Proctor et al.,, 1991) y la
sobreexpresion de inductores transcripcionales de PCR (IL-6, IL-1 y TNFa) en GP
y en exudados periapicales de dientes con PAA (Ataoglu et al., 2002, Rosa de Sa
et al., 2003).

Niveles aumentados de PCR en LPA podrian ser determinantes en la
comprensién de la formacion y desarrollo de la PAA, ya que dadas sus
propiedades, la PCR podria favorecer la activacion del complemento (Pepys and
Hirschfield, 2003), aumentar la adhesion endotelial de leucocitos y la capacidad
fagocitica de Mg, los cuales constituyen el grupo celular de mayor protagonismo
en esta patologia (Dominguez-Amorocho and Patifio-Cuervo, 2008, Metzger,
2000).

En LS también se detectaron niveles de PCR, aunque estos fueron
significativamente menores que en LPA. La presencia de PCR en el ligamento de
dientes sanos, podria deberse a los movimientos fisiologicos y a los mecanismos

basicos de homeostasis periapical.
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La importancia en la presencia de PCR en PAA también radica en las
potenciales respuestas sistémicas que podria generar esta proteina. Ya en
investigaciones anteriores se ha determinado la presencia de marcadores
inflamatorios a nivel del suero en pacientes con LPA (Boucher et al., 1967, Marton
and Kiss, 1992, Torabinejad et al., 1983), como también la disminucion de estos
marcadores tras la resolucion de la lesion endodontica a través del acto quirdrgico
conservador/endodoncia, o tratamiento quirargico no conservador/exodoncia o
apicectomia (Buttke et al., 2005). Las proyecciones de estos estudios pueden
determinar que un aumento de PCR en el periapice, se disemine a través de la
circulacion, haciéndose detectable a nivel sistémico. La presencia de PCR en el
suero puede causar activacion de plaquetas (Eisenhardt et al., 2009) y aumentar
el riesgo cardiaco del paciente participando activamente en la aterogénesis
(Verma et al., 2005). Por lo que un aumento sérico de PCR, no implica tan solo la
presencia de un estado inflamatorio, sino que también un incremento en el riesgo

metabolico del individuo.

Una de las interrogantes que quedan abiertas tras esta investigacion es la
identificacion de la fuente de origen de PCR. La sintesis de esta proteina se lleva
a cabo como respuesta a un proceso inflamatorio principalmente en los
hepatocitos (Pepys and Hirschfield, 2003). Sin embargo, también se ha
determinado su sintesis en tejidos extrahepaticos, como las células endoteliales
(Amezcua-Guerra L, 2007). En los tejidos propios de la cavidad oral, se ha
descubierto que el epitelio gingival posee la capacidad de sintetizar IL-6 y PCR (Lu
and Jin, 2010). Por lo tanto, se requiere el desarrollo de nuevos estudios para
establecer si la PCR identificada en los tejidos perirradiculares se genera

localmente o bien en forma sistémica a partir de su extravasacion del suero.

A pesar de no encontrar una correlacion entre los niveles de PCR y la edad
de los sujetos en estudio, se observo una diferencia significativa en el promedio de

cada grupo, que correspondi6é a 50,2 + 16,6 afios en el grupo de PAAy 15,5 + 3,8

afos en el grupo control. Esto se debe a que la mayor parte de las indicaciones de

extraccion por ortodoncia se realizan en la adolescencia. No existen estudios
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acerca de las variaciones de PCR u otros mediadores en relacion con la edad en
ligamento periodontal. Sin embargo, la falta de asociacion entre los niveles de
PCR y la edad de los sujetos en el presente estudio, avalan que las diferencias
encontradas se deberian a la PAA, minimizando la potencial influencia de la edad
sobre los niveles de PCR.

El presente estudio también determiné un incremento en la CPT de las
muestras, siendo esta significativamente mayor en LPA que en LS en
concordancia con la literatura (Dezerega et al., 2012). Este aumento de CPT
podria tener varios origenes, podria deberse a la formacién de un exudado
inflamatorio producto de la extravasacion vascular de proteinas consecuente al
aumento en la permeabilidad de los vasos sanguineos (Garcia Cabrera et al.,
2011, Nekoofar et al., 2009). También podria explicarse por el aumento de
hemoglobina en las LPA, debido a su alta vascularizacion (Carrillo Garcia et al.,
2007, Gutmann et al., 2009, Huumonen and drstavik, 2002), o simplemente, a un
aumento local de mediadores proinflamatorios como consecuencia de la activaciéon

de la respuesta inmune (Nair, 1997).

En la actualidad, las herramientas diagnosticas y prondsticas de la PAA se
basan fundamentalmente en la evaluacion clinica-radiografica (Katebzadeh et al.,
2000). Sin embargo, esta técnica posee ciertos inconvenientes, la obtencién de
imagenes bidimensionales de una estructura tridimensional y la superposicion,
interfieren con la observacion de la lesion radioltcida (Burgener et al., 2010, Jorge
et al., 2008). Ademas el tiempo en que se detectan cambios en la densidad ésea a
través de la radiografia es muy variable (McCauley and Nohutcu, 2002). En
general, los analisis radiogréaficos otorgan informacion limitada con respecto a la
progresion de la LPA o a la reparacion de ésta (Orstavik, 1991). Para contrarrestar
estas limitaciones se han implementado nuevos métodos como la ecotomografia,
la tomografia computada y el estudio del exudado periapical durante el tratamiento
endodontico (Cotti and Campisi, 2004, Shimauchi et al., 1996). Sin embargo, el
método diagnostico definitivo sigue siendo el estudio anatomo patolégico (de

Paula-Silva et al., 2009). Debido a que corresponde a un procedimiento invasivo,
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no se indica en el diagndstico de rutina, sino mas bien al estudio de lesiones

persistentes.

El estudio de PCR podria contribuir a la aplicacion de herramientas menos
invasivas y de mayor sensibilidad para monitorear la presencia y evolucién de LPA
antes, durante y después del tratamiento endodontico. La medicion de PCR en el
fluido gingival crevicular (FGC) podria ser uno de estos métodos, ya que
representa una herramienta simple, que ha demostrado ser util para el monitoreo
de la inflamacion y la respuesta al tratamiento de la enfermedad periodontal
marginal (Golub et al., 2008). Otros mediadores ha sido estudiados en FGC de
dientes con PA, pero aun son necesarios mayores estudios para confirmar si este
método refleja la inflamacién apical, su resolucion y cicatrizacién post tratamiento
(Belmar et al., 2008, Dezerega et al., 2012). Ademas el acabado entendimiento de
PCR, mediante la identificacion de sus funciones y mecanismo de accién, podria
otorgar mayor informacion con respecto a su potencial en las respuestas locales y

€N SuUS consecuencias sistémicas.

En resumen, en el presente estudio se observé un aumento significativo de
PCR en LPA en relacién a los controles de LS, sugiriendo que PCR podria jugar
un rol importante en la patogénesis de PAA. La continua investigacién y
realizacion de nuevos estudios permitird un mayor conocimiento sobre el papel de
PCR en el desarrollo y la perpetuacién de PAA y los mecanismos que se
encuentran involucrados en el proceso. La deteccidén y evaluacién de los niveles
de PCR y de otros mediadores moleculares en PAA amplian el horizonte para el

diagnéstico, pronostico y control de esta patologia.
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CONCLUSIONES

A patrtir del presente trabajo de investigacion se puede concluir:

1. La CPT en homogeneizados de LPA es significativamente mayor que en
muestras de LS. Por lo tanto, podria representar un método adecuado

para la estandarizacion.

2. Es posible detectar la presencia de PCR tanto en LS como en LPA.

3. La concentracion de PCR es significativamente mayor en LPA versus
LS, en asociacion con la respuesta inflamatoria local. Niveles basales de

PCR se asociarian con la homeostasis del periodonto apical.

4. La PCR podria participar en el desarrollo de la PAA y dadas sus
propiedades, podria inducir una potencial respuesta inflamatoria

sistémica.
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ANEXOS

Anexo 1: FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO — PACIENTES 18
ANOS O MAS

Ed. 30/07/2011 &

DOCUMENTO DE INFORMACION PARA EL PACIENTE

PROYECTO PATROCINADO POR FONDECYT 2011: "ASOCIACION ENTRE LA RESPUESTA
LOCAL DEL HOSPEDERO FRENTE A LA INFECCION ENDODONTICA E INFLAMACION
SISTEMICA DE BAJO GRADO EN PERIODONTITIS APICAL ASINTOMATICA. ESTUDIO
LONGITUDINAL PARA EVALUAR LOS EFECTOS DEL TRATAMIENTO ENDODONTICO
CONSERVADDR"

Versién 1, pacientes 18 afios o mas 7

Antecedentes generales: Usted ha sido invitado a participar voluntariamente en un
estudio titulado “Asociacion entre la respuesta local del hospedero frente a la infeccion
endodontica e inflamacion sistémica de bajo grado en Pedodontilis Apical Asintomélica,
Estudio longitudinal para evaluar los efeclos del tratamiento endodéntico conservador™.,
Eshmfemedadeompondonmﬂacddndeoﬁgenduﬁdwemmﬁneﬁeso
pmdmporcaieenolmhdasygmmaledﬁndcslmcﬁvaenlosle.idosqmmdeen
la raiz del diente. El tratamiento de eslas lesiones es la exiraccién del disnte afectado o el
tratamiento endodéntico (instrumentacion y desinfeccion del conducto de ia raiz dentaria),
ambos con el cbjelivo de efiminar la infeccidn y evitar las complicaciones asociadas a esta
enfermedad. En términos generales, el objetivo del presents estudic es caracterizar la
mencladehﬂamadﬁrﬂocd.onlosbﬂdosqueroﬂoaneldmta.(apcﬁrdodontoa
exiraidos y fluido de la encia) y sislémica, es decir en tejidos u drganos distantes al diente
mediante andlisis de la sangre en este GMfimo caso, como consecuencia de esta
enfetmedadyl-sbmdaeqmlapmvmn.Estop«mllramnlnaallapmam
estas lesiones podria implicar un riesgo en la produccidn de otras enfermedades, tales
como enfermedades cardiovasculares y el efeclo del ratamiento endoddntico sobre este
potencial riesgo. Con este fin, se incluirén pacientes con periodontitis aplcal asintomatica
(enfermedad en estudio) y se excluiran aquellos pacienies que presenten enfermedades
generales y perodonlilis cronica, dado que estas podrian influir sobre los resultados, Este
Iormdariosertoxplicadoporellmeﬂigadoryaeenngaraalospuﬂcbanhsmuw
lectura. Elptﬁoipanlopodrélwmeddoshdoouandoloduuymdalossutn
eliminados a partir de ese momento.

Procedimiento: Se incluiran pacientes con diagnéstico de diente con Periodontitis Apical
Asintomdtica y controles sin el problema dental, ningunc con enfermedades generales.




*

Ed. 30/07/2011 >

conducto, durante el cual se les tomarén primero muestras de fluido del surco entre encia
y diente usando una tira de papel absorbente y segundo, un auxiliar paramédico calificado
adecrilo al proyecto tomara muestras de su sangre por puncion venosa del brazo. Las
mueslras se lomaran antes y una semana, 3, 6 y 12 meses despues del tratamiento. La
duracion del estudio sera por tanto de un afio en pacientes que se realicen tratamiento
endoddntico, y sdlo la sesion de toma de mueska y/o extraccidn dentaria en el caso del

resto de los participanies. E/ financiamiento del tratamiento sers responsabilidad del

paciente, mientras que los andlisis de muestras serdn financiedos por el proyecto, asi
como el estudio radiogréfico requerido para éste.

En los pacientes que presenten indicacion de extraccion dentaria, las lesiones
asocladas serén exfirpadas y analizadas. La obtencién de estas muestras en si no
presenta_rlesgos ni coslos adicionales para el paciente y una vez analizadas serdn
descartadas.
Ellolddommatasydabsobtuidosserﬁ\mghhdoseldetmmspord
investigador responsable mediante cidigos para su utiizacion exchusiva en el desarrolio
del presente estudio. Los datos personales e identificacién de los sujetos participantes
serdn confidenciales y los cédigos servirdn para mantener oculta la Identidad de los
participantes. En caso de manifestar interés en los resullados de los andfisis
efectuados, los interesados pueden acceder a esta Informacién soliciténdola al
investigador responsable. Los sujetos participantes pueden refirarse del estudio en
cualquier momento que estimen conveniente, sin peruiclo de su tratamiento
odonloldgico. En este caso, solo se estudiardn las muestras obtenidas con anterioridad
al retiro del sujeto,

Vcﬂa]os:Comovamqasd.padidpumelmmbm.Mpmmdran
acceder a tratamiento endodéntico de costo reducido, estudio radiografico asociado y
andlisis de perfil lipidico (resgo cardiovascular) y hemoglobina glicosilada (riesgo de
diabetes) gratuitos y se informara a aquelios que lengan niveles allerados.

Investigador Responsable:
Dra. Marcela Heméndez Rios. RUT: 12.517.528-7
Deplo. de Patologia, Facullad de Odontologia, Universidad de Chile,
Feno: 97681833
e-mail. mhemandeznos@gmail.com
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*
Ed. 307072011 %
FORMULARIO CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTES ADULTOS

Investigador responsable: Dra. Marcela Hemdéndez Rios: Marcela Hemandez Rlos;
Depto, de Patologia, Facultad de Odonlologia, Universidad de Chile, Fono: 9781808;

email: mhemandezrios@amai.com.

W bbbt estoy dispuesto a participar
en el proyecto de investigacion. He leldo la Informacién descrita y mis preguntas
acerca del estudio han sido respondidas satisfactoriamente, Al firmar esta copia,
indico que tengo un entendimiento claro del proyecto:

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Ante cualquier duda puedo preguntar al Comité de Etica de la Facultad de
Odontologia cuyo presidente es el Dr. Juan Cortés; teléfono: 9781702 y su
direccién es Facultad de Odontologia de la U. de Chile, Edificio Administrativo,
Oficina Vicedecanato, 4° piso , Sergio Livingston P. 943, Independencia.

Al sujeto de investigacion he entregado informacién sobre el estudio, y en mi
opinidn esta informacién es precisa y suficiente para que el sujeto entienda
completamente la naturaleza, los riesgos y beneficios del estudio, y los derechos
que tiene en tanto sujeto de investigacion. No ha existido coercidn ni ha actuado
bajo influencia alguna,

He sido testigo que el sujeto firmé el documento:

Nombre del INVeStGador:.........comrmemrsimmssmmsin i Aaireropseep———S

Firma del Investigador: .........




33

Anexo 2: FORMULARIO CONSENTIMIENTO Y ASENTIMIENTO INFORMADO -
PACIENTES MENORES DE 18 ANOS.

k3

DOCUMENTO DE INFORMACION PARA EL PACIENTE

PROYECTO PATROCINADO POR FONDECYT 2011 “ASOCIACION ENTRE LA
RESPUESTA LOCAL DEL HOSPEDERO FRENTE A LA INFECCION
ENDODONTICA E INFLAMACION SISTEMICA DE BAJO GRADO EN
PERIODONTITIS APICAL ASINTOMATICA. ESTUDIO LONGITUDINAL PARA
EVALUAR LOS EFECTOS DEL TRATAMIENTO ENDODONTICO CONSERVADOR”

Consentimiento Informado para pacientes menores de 18 ainos, donantes de
tejidos peridentatarios sanos

Antecedentes generales

Te hemos invitado a participar voluntariamente en un estudio que esta realizando la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile financiado por el Gobiemo de
Chile, que pretende ver como reaccionan los tejidos que sostienen al diente y el
cuerpo en general, frente a una infeccién dentro de los dientes y que puede salir por la
raiz del diente al hueso. Tambien queremos saber como reaccionan esos tejidos y el
organismo en general cuando los dientes son desinfectados con un tratamiento de
conducto.

Este formulario sera explicado por el investigador y se entregara a los participantes
para su lectura los cuales podran hacer todas las preguntas que quieran.

La enfermedad de infeccion de la raiz del diente se llama Periodontitis Apical y es
generalmente producida por caries no tratadas y genera una corrocién o destruccion
del hueso y de los tejidos que rodean Ia raiz del diente. Esta destruccién es producida
no sdlo por la infeccion sino tambien por las mismas defensas de las personas que
reaccionan con inflamacion ante las bacterias. A veces el dafio es tan grande que no
se puede hacer tratamiento de conducto y hay que sacar el diente, en tal caso vamos
a estudiar ese diente y los tejidos adheridos a él en las personas enfermas. Pero
siempre se necesita conocer como se presentan los tejidos de dientes sanos que no
tienen infeccion, para comparar aquello que no es normal.

Es la razon por la que te hemos solicitado la donacién voluntaria del diente sano que
deberan sacarte por el tratamiento de ortodoncia que estas recibiendo y que no tiene
que ver con la enfermedad que queremos estudiar por lo que pertenecerias al llamado

ﬂ ;3%74//7,01&—

OMITE ASESOR
DE BIOETICA

FONDECYT

“grupo control”.




.

Procedimiento: "

Con este objetivo, fos dientes ue te serdn extraidos por indicacion del ortodoncista
los lavaremos cuidadosaments, los rasparemos en sus rakoes con curetas especiales,
guardaremcs las celulas y Wjidos raspados y los llevaremos a nuestro kaboratorio
donda Mnemllzadoepnamtzwﬂgmadeh:mdwbsmomh
inflamacion. Si deseas te devolveremos tu diente intacto.

Tu identidad sera celosamente guardada en secreto, y los tajdos de tus dientes seran
m&smmmmmmm.mmmdumMMm
ellos. Para resguardar tu identidad secreta, los tejidos de los diendes recibirsn un
codigo espacial. La realzacion de este andlisis no requerid intervenclones ni tiempo
exira, como tampoco implicara riesgo alguno para 1,

Ventajas:

Camo beneficios, s te entregardn en forma gratuita algunos ceplios de dientes, pasta
¥ seda dental para higiene oral,

Cualquier informacién oblenida a partir do ks paricpentes del esludio serd
mmmwymmmmmmammmpmmm.
mea:Mmmmbammemmsmdee
contribuir al conocimianto de esta enfermedad, sus posiblee consacwenclas de no ser
fralada y mejorar su tratameento en & futuro.

investigador Responsable:

Dra. Marcela Hemandez Rios

RUT: 12.517 528-7

Dapto. De Patologis, Facullad de Odontologia, Universidad de Chisa,
Faono: 9781833

e-mai: mhemandezriosggmai.com
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Investigador responsable: Dra. Marcola Heméndez Rios.
Depto. de Palologla, Facultad de Odontologla, Universidad de
Chile. Fono: 9781808 emall; mhemandezrosfomail com. FIRMA IP:

Ante cualquier duda puado preguntar al Comité de Efica de ka Facultad de Odontologla
cuyo presklente es ol Dr. Juan Cortés: teléfono: 9781702 y su direccidn es Facultad de
Cdontolegia de & U, de Chile, Edificio Administrativo, Oficina Vicadecanato, 4° piso ,
Sergio Livingston P. 843, Independencia.

Marcar con cruz

1. Confimo que he lekio y comprendido la informacitn referente a la

Mnd%yhbﬁobwudommmy
aclarar cualquier duda al respecto,

Z_Cmirmmhomuoallsmoaﬁd-iomdsddirm
participaciin en el presente estudio.

3. En‘ondoqwmipmﬂcbocomoemmiaypwdorohmon
cualquier momento que decida, sin que esto afecte mi tratamiento
dantal.

4. Entiendo que mis padres seran Informados y doy mi asentimiento
para gue se les notifique.

5. Acepto partcipar en este estudio

Nombre paciente Fecha Fams

Padre, madre o adulto responsable Fecha Firma

Nambie de ka perscna ue 1oms & Focha Firre
cansentimianio fw O %‘
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DOCUMENTO DE INFORMACION PARA PADRES O TUTORES

"ASOCIACION ENTRE LA RESPUESTA LOCAL DEL HOSPEDERO FRENTE A LA
INFECCION ENDODONTICA E INFLAMACION SISTEMICA DE BAJO GRADO EN
PERIODONTITIS APICAL ASINTOMATICA, ESTUDIO LONGITUDINAL PARA EVALUAR
LOS EFECTOS DEL TRATAMIENTO ENDODONYICO CONSERVADOR"

Version 3, padres o tutores pacientes menores de 18 aflos

Antecedentes ganevales

Su hijo o pupilo ha sido Invitado 8 participar voluntadamente en un estudic Mulado
“Ascciacion enfre la respuesta local del hospedero frente a la Infeccion endodéntica @
infllamacion sistémica de bajo grado en Periodontilis Apical Asintomdtica. Estudio
longiudinal para evaluar los efeclos del lratamiento endodonlico conservador. “Esla
ommemdmmm-mlhbcdondomamlqmmmmam
por cares no tratadas y genera una lesién destructiva en los tojidos que rodean ka rafz del
dente. El tratamiento de eslss lesiones o5 la exiraccitn ded dionte afeclade o of
iratamianto endoddntico (Instrumentacitn y desinfeccdn del conducto de la raiz dentaria),
ambos con el objelivo de eliminar Is infeccion y evitar las complicaciones ssociadas a esta
enfermedad, En 16rminos generales, el objetive del presente estudio o5 caractesizer ke
pwawnbw.mmwmnMNMmmam
mmmemhuwmmnmmmmm
(enfermedad en estudio) y dientes sanos con indicacion de extraccidn por ododoncia
(controlas), cuyss muestas permilkdn realizar o andllss de bs mediadores de
nflamacica local (de ks kjidos crcundantes al diente). Este formulario serd explicada por
dlmmqualmmMﬂMumemm
refrarse del esludio en cualquier momento que lo deses y sus datoe serdn oliminados &
partic de ese momento.




Procedimiento;

Con esle objetivo, los dientes exiraidos par indicacion del orodoncista serdn analizados
pnmdsk«mddmhﬂmhﬂmmmmumdowdgoom
maniener la confidencialidad de & identidad de los participantes. La realizacidn de este
mﬂebmmqﬁdmmcbmmmnm.mmwmmm
para of parficipante.

Ventajas:
Como beneficos, se ke entregardn en forma gratuita instrumentos de higiene oral.

Cualquier informacién obtenida a partir de les paricipantas del esludio serad estrictaments
confidencial y bajo ninguna clrcunstancia 2o revelardn datos parsonales. Los resultados
del estudic serén publicados en revistas clentificas con of objetivo de contribuir al
Mb&mm,mmmmamwwgy
mejorar su alamiendo en el fuduro,

Investigadar Responsable;

Dra. Marcala Hemandez Rios

RUT: 12 517 528-7

Depto. De Patologla, Facultad de Odoniclegla, Universidad de Chile.
Fono: 8761833

a-mad: mhemandezrios@gmail com
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PADRES O TUTORES

identificacion ded paclente:

Investigador rosponsable: Dra. Marcels Hemandez Rios. Deplo.
de Patologla, Facullad de Odontalogla, Universidad de Chile. Fono:

9781808 emai: mhemandaziosghamail.com. -
FIRMAIP;

mmMpmmdc«mﬂmEﬁuahFMd‘W
cuyopresumhudo'.mmn&;w:wmﬂnywdw«&mnﬂa
mw«hu.mmammwmm.mm,rm.
Sergio Livingston P. 843, Independencia.

Marcar con

cnuz

1. Confimo que he leido y comprendido la informacién reforents a la
p-ﬁdpdbnmdeMoymwﬁohomdoMy

aclarar cualquier duda al respecio.

2. Confirmo que he lenido el Sempo suficiante para decidr si deses o no

gue mi hijo o pupilo participe en el presente estudio,

3. Ethm&MWOMQMyuM
refrar en cualguier momenlo que declda, sin que esto afecle su

ratamiento dental,

4. EMmmbﬂoowbmmlw‘nuMyduy

mi ssantimiento para que se me notifique.

5. Acepto que mi hijo o pupilo participe en este estudio
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Anexo 3: FICHA CLINICA:
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Namira Facha Neda KanEtcackin
Sanan Famaing O Masouing O
D
Nival educaciand Bl Edska Wiz Suparior
Incomplets Complesa Completa Completa
(<3 O m| m m|
Emarmadades SEwmicas  Acud O Pasada O Sspedicw
Traamiamo madco = 0imos Smesss & O Na O
Pariadanits 5 O No O Ginghits = No O
Fumadar 5O No O

Caolestaral na HOL {mghdl)
Colzstaral HOL {mgidL)
Pracion Ariial (mmHg)
Obesidad {IMC) {Kgm?)

Hiparglcamia (glucohamogioning %)

Wede diamzs Gon PAA

Wede diamas Gan carss damiinaria

L |

Todl da diamss |:| Tamafa radiografica de 13 leskdn (mm) Varl :lﬁuc'iz. |:|

Tiiomatria Positve O Nagatwa O Parcusion = O Mo O
Comral despuds da rEmiama (1 samand) Fana | |
Ashmomatica 85O Mo O

F comtral abturackan Adecuads O nadscuada O

Comral despuds d= rsamiama {1 mas) Fana | |
Azlmomatica 25O Mg O

Comral despuds o2 raamiama {3 mases) Fana | |
Azimamatioa 2 O Mg O

Tamafia d2 13 lzskan {mm) vargca | | soizoma | |

Comrol despuds de raEamiamo {5 mesas) Fana | |
Azlmomatica 25O Mo O

Tamafia da 13 leskan {mm) vartcal | |  sozoma | |

Comral despuds o= ramiama {12 mesas) Facna | |
Azdmomatica 85O Mo O

Tamafia da 13 leskan {mm) varge | | soizoma | |




