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RESUMEN

Introduccion: La Periodontitis Apical (PA) es la destruccion del periodonto apical y
se asocia con una respuesta inflamatoria sistémica deletérea. Las especies de
Porphyromonas representan patdogenos claves en la biopelicula disbiotica asociada
y, Si bien podrian translocar a la circulacion general, no se ha evaluado su presencia

en sangre periférica, ni su asociacion con los niveles de hsCRP.

Objetivo: Determinar la carga bacteriana de P. endodontalis, P. gingivalis y
bacterias totales en sangre periférica de pacientes con periodontitis apical y

controles, y asociarlas con inflamacién sistémica de bajo grado.

Material y métodos: Se incluyeron pacientes entre 18 y 40 afnos con PA (n=16) y
controles (n=17) sistétmicamente sanos que consultaron en la clinica odontologica
FOUCh. Se excluyeron individuos con periodontitis, obesidad, Enfermedades no
transmisibles (ENT), tratamiento antiinflamatorio y/o antibiético 3 meses previos al
estudio, embarazo y lactancia. Se obtuvieron muestras de sangre periférica, se aislo
DNA bacteriano y determiné la carga bacteriana total, Pg y Pe mediante gPCR, y
niveles de hsCRP por método turbidimétrico. Se realizé analisis bivariado vy

multivariado con ajuste por variables confundentes con el paquete STATA V16.

Resultados: La carga sistémica de P. endodontalis fue significativamente mayor en
pacientes con PA (mediana=DNA/ul) respecto de controles (medianal[RIC],
268,37[105,54] vs 45,67[95,24] DNA/ul; p=0,008). P. gingivalis no se detecto,
mientras que no se encontraron diferencias significativas en la carga bacteriana total
(p>0,05). La asociacion entre PA y carga sistémica de P. endodontalis fue
independiente de otras covariables. Los niveles de hsCRP fueron mayores en
pacientes con PA respecto a controles (1,04 [3,02 vs 0,48[ 0,6] mg/L; p=0,15), sin
asociacion directa entre la carga bacteriana total (r=-0,18) y P. endodontalis (r=0,25)

versus niveles de hsCRP.

Conclusiones: PA se asocia inflamacion y mayor carga sistémica de Pe. Esta

podria translocar desde los tejidos periapicales a la circulacion general.



INTRODUCCION

MICROBIOTA ORAL

La cavidad oral esta colonizada por una gran cantidad de microorganismos y de
este modo corresponde a uno de los habitats mas densamente poblados del cuerpo
humano. Se ha descrito que la microbiota oral esta conformada por mas de 6 mil
millones de bacterias y 700 especies, y alrededor de 19 mil filotipos (Enderica y
Torracchi, 2022). La mayor parte de estas especies forman parte de la microbiota
transitoria, mientras que soélo 20 especies forman parte de la biopelicula residente
(Astorga et al., 2015; Cruz et al., 2017; Serrano-Coll et al., 2015) La microbiota
residente de la cavidad oral es capaz de organizarse en ecosistemas, donde
también se pueden encontrar algunas especies fungicas, protozoarias, arqueas y
virus (Astorga et al., 2015; Cruz et al., 2017; Pefa et al., 2012; Serrano-Coll et al.,
2015).

La microbiota bacteriana oral se mantiene en equilibrio con el hospedero, lo que
produce beneficios para éste. Entre ellos, se destaca la prevencion de la
colonizacion de las superficies bucales por patdégenos potenciales (Astorga et al.,
2015; Peiia et al., 2012; Serrano-Coll et al., 2015). Sin embargo, cuando este
equilibrio se rompe, la cavidad oral puede ser colonizada por especies patogénicas,
o bien, algunas especies residentes pueden comportarse como patégenos
oportunistas (Pefa et al., 2012). Este proceso favorece el inicio y progresion de
enfermedades orales como la periodontitis y las patologias perirradiculares de

origen endodontico.

Ambas patologias mencionadas tienen un componente polimicrobiano,
desarrollandose inicialmente por bacterias de tipo aerobias, para posteriormente dar
paso a la colonizacion de bacterias anaerobias facultativas y estrictas a medida que
se reduce la tension de oxigeno. Dentro de éstas, se pueden encontrar bacterias de
los géneros Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas, Treponema, Veillonella,
Actinomyces, Neisseria, Streptococcus, Peptostreptococcus, Haemophilus,

Eubacterias, Lactobacterium, Capnocytophaga, Eikenella, Leptotrichia,
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Staphylococcus y Propionibacterium, entre otras (Astorga et al., 2015; Enderica y
Torracchi, 2022; Lasa et al., 2005; Liljestrand et al., 2016; Pefa et al.,, 2012,
Serrano-Coll et al., 2015).

Las enfermedades periodontales, corresponden principalmente a la gingivitis y la
periodontitis. Mientras que la periodontitis apical (PA) abarca un conjunto de
enfermedades que pueden afectar la pulpa y/o los tejidos perirradiculares. En
ambos procesos patologicos los factores de riesgo sobrepasan el equilibrio de los

factores protectores del hospedero, generando la enfermedad.

PERIODONTITIS APICAL

La PA se define como una enfermedad inflamatoria con destruccion de los tejidos
perirradiculares causada por una infecciébn microbiana persistente en el sistema de
canales radiculares del diente afectado (Bordagaray et al., 2021; Jiménez et al.,
2022; Lebn et al., 2011; Luna et al., 2009). La PA se manifiesta como una respuesta
inmunoinflamatoria a la infeccion de la pulpa dentaria, como consecuencia de la
comunicacién entre la camara pulpar y el ambiente, frecuentemente por caries
(Figura 1) (Garcia-Rubio et al., 2015; Ledn et al., 2011; Luna et al., 2009).

1. Inside
the root canal

2 At
cul=s the apical

i " foramean
L1

L

3. Within
the lesion per se

Figura 1: Representacion de la infeccion del sistema de canales radiculares
gue determina la formacién de la lesion periapical: Posibles localizaciones de la
biopelicula bacteriana en una pulpa necrética: (1) Dentro del SCR a corta distancia
del foramen apical; (2) en el foramen apical; (3) dentro de la lesion apical per se.

Modificacion de imagen de (Metzger et al., 2009).
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El habitat endodontico provee un ambiente adecuado para el establecimiento de
una microbiota mixta, predominantemente anaerobia, donde los principales
microorganismos implicados son las bacterias Gram negativo (Liljestrand et al.,
2016). La interaccion dindmica entre las bacterias patdgenas y respuesta inmune
del hospedero en el periapice en el tiempo se presenta en forma heterogénea desde
el punto de vista clinico-radiografico y resulta en resorcion del tejido 6seo y la
formacion de una lesion osteolitica conocida como lesion periapical (Figura 2) (Ledn
et al., 2011; Luna et al., 2009). Esta ultima se evidencia como un area radiollcida
periapical en examenes imagenologicos (Garcia-Rubio et al., 2015; Leon et al.,
2011; Luna et al., 2009).

Histopatologicamente, la LAOE puede corresponder a un granuloma periapical,
compuesto por tejido de granulacion, o un quiste radicular inflamatorio, compuesto
por una membrana revestida de epitelio delimitando una cavidad patologica e

infiltrado inflamatorio crénico (Metzger et al., 2009; Gutmann et al., 2009).

Specific 1aG Plasma cell

Figura 2: Representacion de la formacion de lesién periapical y cambios
inflamatorios involucrados Células y funciones en el granuloma periapical. Los
antigenos bacterianos derivados del canal radicular infectado son tomados por
células presentadoras de antigeno (CPA), procesados y presentados a los linfocitos
T (T). Una sefial dual de presentacion de antigeno con IL-1 activa los linfocitos T.
Las citoquinas producidas por estas células activadas incluyen (a) IL-4, IL-5 e IL-6,
gue inducen la proliferacién y maduracion de un clon especifico de linfocitos B (B)

gue fueron expuestos a este antigeno especifico, para dar como resultado que las
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células plasmaticas produzcan IgG especifica para este antigeno. (b) INFy que sirve
para activar macréfagos que a su vez produciran la IL-1 esencial para el
reclutamiento local de PMN circulantes e IL-8 que activa estos PMN. La endotoxina
bacteriana (LPS), derivada de bacterias Gram-negativas, participa sinérgicamente
en la activacion de macréfagos. Todo lo anterior esta encaminado a permitir una
fagocitosis especifica efectiva por parte de los PMNs de cualquier bacteria que
emerja del foramen apical. La reabsorcion 6sea es un efecto secundario del proceso
defensivo anterior, mediado por el TNFf producido por los linfocitos T activados y
la IL-18, producida por los macréfagos activados. Ambos activan la resorcion 6sea

osteoclastica (OC). Modificacion de imagen de (Metzger et al., 2009).

Dentro de las presentaciones clinicas de PA, se encuentran los abscesos apicales
agudos (AAA) y cronicos (AAC), los cuales se presentan con supuracion; las
periodontitis apicales sintomaticas (PAS) y asintomaticas (PAA), las cuales se
presentan como una inflamacién y destruccion del periodonto apical, y por ultimo, la
osteitis condensante (OC), la cual, a diferencia de las anteriores, se presenta como
una lesién radiopaca localizada del tejido éseo apical (Gutmann et al., 2009;
Metzger et al., 2009). La PAA se caracterizada por sintomatologia apagada o
inexistente. A pesar de la ausencia de sintomatologia, el signo clave para el
diagnéstico de la PAA es la LAOE en un diente sin sensibilidad pulpar (Leo6n et al.,
2011; Luna et al., 2009). Por otro lado, la PAS se caracteriza por sensibilidad o dolor
a la masticacioén, la percusion o la palpacion, A diferencia de la PAA, la PAS no
siempre se asocia a un area radiollcida periapical como signo radiografico (Luna et
al., 2009).

La PA es una patologia altamente prevalente, tanto en adolescentes como en
adultos (Leon et al., 2011; Luna et al., 2009). Es una causa frecuente de pérdida
dentaria y un factor de riesgo no clasico en enfermedades no transmisibles (ENT)
(Zhou et al., 2005), tales como artritis reumatoide, aterosclerosis, enfermedades
cardiovasculares, diabetes mellitus y otros desordenes metabdlicos, ademas de

aumentar el riesgo de alteraciones durante el embarazo, como el parto prematuro y
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bajo peso al nacer, y de accidentes cerebrovasculares (Ardila y Lafaurie, 2010;
Bordagaray et al., 2021; Jiménez et al., 2022; Liljestrand et al., 2016).

ESPECIES DE PORPHYROMONAS EN PERIODONTITIS APICAL

Los patdgenos endodonticos se organizan en comunidades de biopeliculas dentro
del canal radicular, los cuales favorecen la seleccion de bacterias anaerobias Gram
negativo. Aun cuando es posible encontrar una gran heterogeneidad entre
poblaciones, en PA las especies de Porphyromonas (P.), P. endodontalis y P.
gingivalis, presentan un rol protagénico debido a su alta prevalencia y a sus factores
de virulencia (Bordagaray et al., 2021; Jiménez et al., 2022; Lombardo et al., 2012;
Van Winkelhoff et al., 1992).

P. endodontalis y P. gingivalis son bacilos anaerobios estrictos Gram negativo,
proteoliticos, no esporulados, y su patogenicidad se atribuye a un gran repertorio de
factores de virulencia tales como lipopolisacarido (LPS), fimbrias, capsula o
antigeno K, proteinas de membrana, flagelos, enzimas, proteinasas, productos
finales de metabolismo, exotoxinas, DNA, entre otros (Arce et al., 2017; Ardila y
Lafaurie, 2010; Bordagaray et al., 2021; Diaz et al., 2012; How et al., 2016; Jiménez
et al., 2022; Lombardo et al., 2012; Orrego-Cardozo et al., 2015; Van Winkelhoff et
al., 1992).

El LPS es uno de los factores de virulencia mas importantes en bacterias Gram
negativo, reconocido como la primera linea de defensa contra muchos factores
ambientales ya que previene la lisis por el sistema del complemento y la accion de
péptidos antimicrobianos (Guo et al., 2014; Lombardo et al., 2012; Zhou et al.,
2005). Se ha demostrado que el LPS de especies de Porphyromonas es un potente
activador de macrofagos y de la expresion de mediadores proinflamatorios, como la
Prostaglandina E2 (PGE2), interleuquinas (IL)-1 y -6, factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a), ligando de receptor activador para el factor nuclear kB (Madero et al., 2022)
y factor estimulante de colonias que inducen una activacion osteoclastica (Guo et
al., 2014; Lombardo et al., 2012; Luna et al., 2009; Van Winkelhoff et al., 1992; Zhou
et al., 2005).
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Asi también, P. gingivalis presenta fimbrias las cuales facilitan su adhesién por lo
gue son consideradas un factor de virulencia crucial en la iniciacién y progresion de
las LAOE (Arce et al., 2017; Ardila y Lafaurie, 2010; Diaz et al., 2012; Lombardo et
al., 2012; Mulhall et al., 2020; Orrego-Cardozo et al., 2015; Van Winkelhoff et al.,
1992). Por otro lado, P. endodontalis posee diversas colagenasas y proteasas,
enzimas que también pueden determinar la destruccion de los tejidos de soporte
(Lombardo et al., 2012).

Por ultimo, el ADN bacteriano causa un dafio indirecto a nivel sistémico en el
hospedero, debido a la respuesta inmune inflamatoria celular y humoral que provoca
(Ardila y Lafaurie, 2010; Lombardo et al., 2012). El ADN bacteriano difiere del ADN
humano en la presencia de motivos dinucledtidos citosina-fosfato-guanosina (CpG)
no metilados. Debido a esto, las células del sistema inmune innato pueden detectar
el ADN bacteriano e interpretar su presencia como un agente infeccioso, lo que hace
que se produzcan citoquinas, tales como IL-18, TNF-a, IL-6, IL-1ra, IL-18, entre
otros. Ademas, se ha demostrado que el ADN bacteriano es un potente mitogeno
de células B. De forma similar al LPS, el ADN CpG estimula la activacién de la
osteoclastogénesis. EI ADN bacteriano interactia con el receptor tipo Toll (TLR)-9
osteoblastico y provoca eventos intracelulares que conducen a una mayor expresion
de moléculas que regulan la osteoclastogénesis (Madero et al., 2022). En conjunto,
la sumatoria de mecanismos inmunoinflamatorios desencadenados por las
infecciones endodonticas, propicia la resorcidn 6sea caracteristica de las LAOEs
(Jiménez et al., 2022; Leo6n et al., 2011; Luna et al., 2009).

Cabe destacar que, debido a sus caracteristicas P. endodontalis y P. gingivalis
representan patdgenos claves en la infeccion extrarradicular, sobre la base de la
deteccién de ADN bacteriano de Porphyromonas spp. en LAOE en dientes con PA
(Bordagaray et al., 2021; Lombardo et al., 2012). Especificamente, P. endodontalis
se ha detectado en mayor abundancia en las LAOE de dientes con diagnostico de

PAS respecto de dientes con diagndstico de PAA (Bordagaray et al., 2021).
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INFLAMACION SISTEMICA RELACIONADA A PATOLOGIAS ENDODONTICAS
INFECCIOSAS

Las infecciones endodonticas han demostrado sobrepasar los limites del sistema
de canales radiculares, evidenciandose la presencia de infeccion extrarradicular en
relacion a dientes con necrosis pulpar y LAOE (Bordagaray et al., 2021; Jiménez et
al., 2022; Lombardo et al., 2012; Van Winkelhoff et al., 1992). Esto sugiere un paso
inicial en la diseminacién bacteriana mas alla de la estructura dentaria. A partir de
la diseminacion LAOE y dada su abundante irrigacién, las bacterias podrian

traslocar hacia la circulacion general.

El concepto de translocacion bacteriana se entiende como el transporte de bacterias
y/o sus productos inmunogénicos, como el ADN, de forma sistémica hacia la
circulacion general, sin necesidad de infeccion manifiesta ni signos clinicos
(Bordagaray et al., 2021). Las LAOE podrian proporcionar una via patégena directa
hacia la circulacion general, provocando inflamacion sistémica y aumentando el
riesgo asociado de ENT. Este evento ha sido respaldado indirectamente mediante
la deteccién de ADN bacteriano de bacterias orales en tejidos distantes patoldgicos,
como lo son las placas de ateroma, articulaciones artriticas, entre otras (Ardila y
Lafaurie, 2010; Bordagaray et al., 2021; Diaz et al., 2012; How et al., 2016; Jiménez
et al., 2022; Liljestrand et al., 2016; Mulhall et al., 2020; Orrego-Cardozo et al., 2015;
Pefa et al., 2012; Van Winkelhoff et al., 1992). Adicionalmente, existe evidencia
emergente sobre la contribucion de PA a la carga inflamatoria y bacteriana
sistémica. En detalle, se ha determinado una mayor carga de ADN bacteriano total
en células mononucleares de sangre periférica en sujetos con PA en comparacion

a individuos sanos (Bordagaray et al., 2021).
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A su vez, se ha determinado que la presencia de bacterias orales y ADN bacteriano
se asocia a la activacion de las células mononucleares y la produccién de citoquinas
proinflamatorias (Ardila y Lafaurie, 2010; Bordagaray et al., 2021; Diaz et al., 2012;
Jiménez et al., 2022; Liljestrand et al., 2016; Mulhall et al., 2020; Orrego-Cardozo et
al., 2015; Pefia et al., 2012). Estos eventos podrian favorecer el establecimiento de

un estado proinflamatorio sistémico, y asi, promover futuras complicaciones en ENT

(Figura 3).
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Figura 3: Asociaciéon de P. gingivalis con enfermedades no transmisibles por
medio de inflamacién sistémica. P. gingivalis influye en el desarrollo de multiples
afecciones inflamatorias crénicas. A través de los anticuerpos de reaccion cruzada
(aterotrombosis, artritis reumatoide), niveles elevados de inflamacion sistémica
(aterotrombosis, artritis reumatoide, disbiosis del microbioma intestinal, trastornos
metabdlicos), asi como disbiosis general del microbioma. Modificacién de imagen
de (Mulhall et al, 2020).

Un estado inflamatorio sistémico de bajo grado se caracteriza principalmente por
una secrecion elevada, cronica y anormal de mediadores proinflamatorios, tales
como proteinas de fase aguda, citoquinas, quimioquinas y otros factores
proinflamatorios, ademas de eventual leucocitosis (Garcia y Pons, 2014). La

inflamacion sistémica de bajo grado progresa lentamente, lo que provoca estrés
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oxidativo e incrementa el riesgo de dafio tisular. Asi también, se ha propuesto que
la inflamacion sistémica de bajo grado desregula la homeostasis de otros sistemas,
como el de la glucosa, el que a su vez incrementa directamente el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, ademas de aumentar el riesgo de padecer otras
ENT, como la resistencia a la insulina o el sindrome metabdlico en personas con
obesidad, y de sus complicaciones agudas (Garcia y Pons, 2014; Herrera et al.,
2008).

Dentro de las proteinas de fase aguda encontradas en la inflamacion sistémica de
bajo grado, se encuentra la proteina C reactiva de alta sensibilidad (hsCRP), la cual
es el marcador prototipico de inflamacion sistémica, y marcador predictivo de futuros
resultados adversos cardiovasculares en individuos aparentemente sanos (Ellulu et
al., 2017; Herrera et al., 2008; Jiménez et al., 2022). Se ha evidenciado un aumento
de los niveles hsCRP en individuos jovenes y sanos con diagndstico de PA respecto
de individuos sin PA (Bordagaray et al., 2021; Jiménez et al., 2022). Asi también,
se ha determinado que niveles mayores de hsCRP sistémicos en PA contribuirian
a un mayor riesgo cardiovascular del individuo que padece la patologia respecto de

individuos sanos (Jiménez et al., 2022; Zhou et al., 2018).

A pesar de lo anteriormente expuesto, a la fecha no existe evidencia disponible
respecto de la translocacion bacteriana sistémica de especies de Porphyromonas
en sangre periférica y su asociacion con carga inflamatoria en individuos con PA. El
objetivo en este trabajo de investigacion sera determinar la carga bacteriana de P.
endodontalis, P. gingivalis y bacterias totales en sangre periférica de pacientes con

periodontitis apical y controles y asociarlas con inflamacion sistémica de bajo grado.
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HIPOTESIS

La PA se asocia con una mayor carga de bacterias totales, P. endodontalis y P.
gingivalis en sangre periférica en relacion con un aumento de la inflamacion

sistémica de bajo grado.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar la carga de P. endodontalis, P. gingivalis y bacterias totales en sangre
periférica de pacientes con periodontitis apical y controles, y asociarlas con

inflamacion sistémica de bajo grado.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar carga de P. endodontalis, P. gingivalis y bacterias totales en
sangre periférica en pacientes con periodontitis apical y controles.
2. Determinar los niveles de hsCRP en pacientes con periodontitis apical y
controles.
3. Asociar los niveles de carga bacteriana total y los niveles hsCRP en sangre

periférica de pacientes con periodontitis apical y controles.
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MATERIALES Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio analitico de corte transversal. El protocolo de investigacion fue aprobado
por el Comité Etico-Cientifico del Servicio de Salud Metropolitano Central y la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, Santiago, Chile (Anexo 1).
Todos los participantes debieron otorgar su consentimiento informado por escrito
antes de ser incluidos en el estudio (Anexo 2). Esta investigacion se rige bajo las
normas éticas de los comités de investigacion institucional y nacional, y la

Declaracion de Helsinki.

2. PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO

Se incluyeron individuos sistémicamente sanos de entre 18 y 40 afios, que
asistieron a la Clinica Odontolégica de la Universidad de Chile, Santiago, Chile, con
diagnostico confirmado de PA primaria sintomatica o asintomética con LAOE
(Gutmann et al., 2009), sin tratamiento endoddntico previo y sin antecedentes de

enfermedad sistémica aguda o cronica actual (Garrido et al., 2019).

El diagndstico clinico de PA primaria se basé en la presencia radiografica de = 1
lesion apical radioltcida (= 3 mm de didmetro) y la respuesta negativa a las pruebas
de sensibilidad pulpar al frio y calor, en dientes con caries extensas. Segun la
terminologia diagnostica previamente definida, PAS y PAA se diagnosticaron en
presencia o ausencia de sintomas clinicos, respectivamente (Garrido et al., 2019;
Gutmann et al., 2009). Para los individuos controles, se cumplieron los mismos

criterios de inclusién en ausencia de cualquier diente con PA y/o LAOE.

Los criterios de exclusion de este estudio fueron pacientes con periodontitis
moderada a severa (periodontitis estadio Il y IV) (Eke et al., 2015; Eke, Page, Wei,
Thornton-Evans, & Genco, 2012; Page & Eke, 2007; Papapanou et al., 2018),
obesidad (IMC=30 kg/m?), tratamiento antiinflamatorio y/o antibiético en los 3 meses
previos, embarazo o periodo de lactancia (Garrido et al., 2019). También se

excluyeron a todos aquellos pacientes que tenian diagndéstico confirmado de AAA 'y
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aguellos pacientes que tenian diagnodstico establecido de ENT tales como

inmunopatologias, hipertension, dislipidemia, diabetes, entre otros.

3. EVALUACIONES DE LOS PACIENTES

Los examenes fisicos y las muestras de sangre fueron realizados por personal de
salud capacitado (Garrido et al., 2019; Jimenez et al., 2022). Se registraron las
caracteristicas sociodemograficas y la historia clinica de los pacientes. Se evaluaron
los factores de riesgo cardiovasculares clasicos como edad, género, nivel
educacional, presencia actual habito tabaquico, presion arterial, consumo de
alcohol, perfil lipidico e IMC. La hipertension se defini6 como una presién arterial
sistélica = 140 mm de Hg o una presion arterial diastélica = 90 mm Hg. La
dislipidemia se defini6 como niveles de colesterol total = 200 mg/dL, niveles de
colesterol de baja densidad (C. LDL) 130 mg/dL, niveles de colesterol de alta
densidad (C. HDL) <40 mg/dL, niveles de triglicéridos triglicéridos =150 mg/dL, o

una combinacion de los mismos (Garrido et al., 2019; Jimenez et al., 2022).

Las evaluaciones clinicas orales fueron realizadas por un endodoncista y una
periodoncista calibrados (Garrido et al., 2019; Jiménez et al., 2022) y se realizaron
radiografias periapicales totales. Se registraron el diagndstico clinico periapical, el
indice de dientes cariados/perdidos/obturados (COPD) y los parametros clinicos
periodontales del paciente, incluyendo la PS, el NIC y el sangrado al sondaje (SS),
en 6 puntos por diente, excluyendo los terceros molares, con una sonda periodontal
calibrada UNC-15 (Hu-Friedy, EE.UU). El diagndstico periodontal se definié de
acuerdo con la clasificacién ideada por Papapanou y cols., 2018 (Papapanou et al.,
2018).

Los pacientes afectados por enfermedades periodontales fueron tratados con
instruccion de higiene oral, destartraje supragingival, destartraje subgingival y/o
raspado y alisado radicular, de acuerdo con el diagndstico (gingivitis o periodontitis
estado | o Il) (Papapanou et al., 2018). Luego, los pacientes fueron reevaluados, de
2 a 4 semanas posteriores al tratamiento correspondiente, segun su diagnostico

inicial (gingivitis o periodontitis, respectivamente). Una vez que los pacientes se
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encontraron sanos periodontalmente, luego de una semana, se le tomaron las

muestras de sangre correspondientes.

4. DETERMINACIONES SERICAS DE hsCRP

Las muestras de sangre fueron obtenidas mediante venopuncion de la vena
antecubital (BP). Los niveles de hsCRP del paciente (rango = 0,1-15 mg/L), fueron
evaluados en el Laboratorio Cinico del Hospital de la Universidad de Chile mediante

el método turbidimétrico.

5. AISLAMIENTO DE ADN Y REACCION DE POLIMERASA EN CADENA
CUANTITATIVA

Fracciones de muestras de sangre fueron trasladadas al Laboratorio de Biologia
Periodontal y almacenadas a -80°C para su posterior procesamiento. El ADN de
sangre fue extraido mediante el kit de aislamiento DNEasy (QIAGEN Inc., Valencia,
CA, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La calidad y
concentracion del ADN fue confirmada mediante espectrofotometria (UV-Vis
NanoDrop® ND-1000, Technomed, Wilmington, DE, USA).

La determinacion de la carga de P. endodontalis, P. gingivalis y de bacterias totales
en las muestras de sangre de individuos con PA y controles se determiné mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) utilizando partidores
especificos para carga total, P. gingivalis y P. endodontalis, respectivamente (Tabla
1). El nimero de copias de ADN de bacterias totales y P. gingivalis se determiné
mediante la amplificacion con partidores especificos dirigidos al gen del ARN
ribosomal 16S (Orrego-Cardozo et al., 2015). Para la identificacion de P.
endodontalis, se utilizaron partidores especificos dirigidos al gen de la proteina de

choque térmico 60 (hsp60) (Bordagaray et al., 2021).

Cada gPCR se realiz6 con los kits KAPA SYBR ® Fast gPCR (KAPA Biosystems,
Woburn, MA, EE. UU.). En cada experimento se incluyeron controles positivos
consistentes en ADN de P. gingivalis ATCC 33277 y P. endodontalis ATCC 35406,

y control negativo consistente en Buffer TE, sin ADN. Las condiciones de ciclado
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consistieron en los siguientes pasos: 95°C por 3 min, 40 ciclos: bacterias totales
95°C por 15 segundos y 60°C por 1 minuto; P. gingivalis 95°C por 3 segundos y
58°C por 1 min; P. endodontalis 95°C por 30 segundos y 58°C por 1 min.

Para cuantificacion absoluta de las cargas bacterianas totales y de especies
individuales se compararon los valores del ciclo umbral (CT) de las muestras de
prueba con las curvas estandar de numeros de copias de ADN conocidos de P.
gingivalis y P. endodontalis. Los limites de deteccion fueron 102 y 108 nimeros de
copias de ADN, respectivamente. Las cargas bacterianas se expresaron como
namero de copias del gen hsp60 por uL de ADN aislado para P. endodontalis y
namero de copias del gen 16SrRNA por yL de ADN aislado para P. gingivalis y para

bacterias totales.

Tabla 1. Cebadores utilizados para determinar las cargas bacterianas y la
frecuencia de las bacterias objetivo.

Bacteria Objetivo ‘ Gen Objetivo Primer Anterégrado (5’-3’) Primer Retrégrado (5’-3’)
Bacterias totales 16S rRNA TCCTACGGGAGGCAGCAGT GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
P. endodontalis hsp60 TATTGACAAGGCTGTGGCTACC TTCTTCGTCCCCATTAGCCGA

P. gingivalis 16S rRNA AGGCAGCTTGCCATACTGCG ACTGTTAGTAACTACCGATGT

6. METODOS ESTADISTICOS
El analisis de datos se realiz6 con STATA v12® (Stata-Corp. LP, TX, USA), con un

nivel de significancia de p < 0,05. Debido a que se trata de un estudio exploratorio,
se incluyeron 17 controles y 16 pacientes con PA y se determiné el poder post-hoc

que correspondio a 0.77.

La distribucién de los datos se examiné mediante la prueba de Shapiro-Wilk para
las variables cuantitativas. Los analisis bivariados de las variables cuantitativas
entre los grupos PA y control se examinaron mediante la prueba t de Student o las
pruebas de Mann-Whitney. Las variables dicotbmicas fueron analizadas mediante
test chi-cuadrado. Para determinar la asociacion de la carga bacteriana e
inflamatoria se utilizaron la prueba de Correlacion de Spearman. Para evaluar la
asociacion de variables desbalanceadas se realizaron regresiones bivariadas y

multivariadas.
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y CLINICAS DE LOS GRUPOS DE
ESTUDIO

Se incluyeron 16 pacientes con diagnéstico de PA y 17 individuos sanos. En la
Tabla 2 se observan las caracteristicas demograficas y clinicas de los grupos de

estudio.

No hubo variacion estadisticamente significativa entre los grupos de estudio en las
caracteristicas demograficas (edad, género, nivel educacional). Se observé una
aumento estadisticamente significativo en la presencia de habito tabaquico en los
pacientes con PA respecto de los pacientes sanos (p=0,02). Con respecto a los
factores clasicos de riesgo cardiovascular modificables, se observé un aumento
estadisticamente significativo en IMC (p=0,03) en pacientes con PA respecto a los
pacientes sanos, mientras que en los niveles de colesterol de alta densidad (CHDL)
se observé una disminucion estadisticamente significativa en pacientes con PA
respecto de los pacientes sanos (p=0,04). Asi también, los individuos con PA
presentaron un mayor porcentaje de sangrado al sondaje (0,48%), respecto de los
individuos sanos (0,32%) (p=0,01).

Tabla 2. Datos demograficos, clinicos y habitos de grupos de estudio. p<0,05.

Pardametro Control (n=17) PA (n=16) Valor p
Edad (afios (promedio + DE)) 26,29 + 6,03 26,75+ 6,24 0,83
Femenino (N (%)) 10 (58,82%) 9 (56,25%) 0,88
Fumadores (N (%)) 4 (17,65%) 9 (56,25) 0,02
Alcohol (mediana; RIC) 0,9; 2,8 2,8;6,2 0,73
Nivel educacional (promedio = DE) 3,41+0,51 3,25+ 0,45 0,5
Diastélica (mm de Hg (promedio + DE)) 70,29 + 10,61 71,63 +10,98 0,73
Sistélica (mm de Hg (promedio + DE)) 115,06 £ 12,03 117,19 £17,34 0,68
HTA (N (%)) 2 (11,76%) 0 (0%) 0,16
IMC (kg/m2 (mediana; RIC)) 22,45; 3,23 24,51; 5,32 0,03
NIC (mm (mediana; RIC)) 0,33; 0,37 0,24; 0,52 0,96
Sangrado al sondaje (mm (promedio * DE)) 0,32+0,16 0,48 + 0,19 0,01
Profundidad al sondaje (mm (promedio + DE)) 2,04 +0,2 2,15+0,23 0,15
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COPD (mediana; RIC) 4,8 7,5; 8,5 0,05
Colesterol total (mg/dl (promedio + DE)) 184,53 + 25,35 175,06 + 33,68 0,37
Colesterol HDL (mg/dl (mediana; RIC)) 63; 21 43; 25,5 0,04
Colesterol LDL (mg/dl (promedio + DE)) 99,19 + 19,97 95,88 + 28,54 0,71
Triglicéridos (mg/dl (mediana; RIC)) 85; 51 122; 77 0,12
Dislipidemia (N (%)) 5(29,41%) 10 (62,5%) 0,06

DE: Desviacion Estandar, N: Frecuencia absoluta, %: Frecuencia Relativa, RIC: Recorrido
intercuartilico, HTA: Hipertension Arterial, IMC: indice de Masa Corporal, NIC: Nivel de Insercion
Clinica, COPD: Dientes con caries/obturados/perdidos, C. HDL: Colesterol de alta densidad, C. LDL:

Colesterol de baja densidad.

CARGA DE BACTERIAS TOTALES, P. GINGIVALIS Y P. ENDODONTALIS EN
SANGRE PERIFERICA DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

La carga de bacterias totales, P. endodontalis y P. gingivalis en sangre periférica de
pacientes con y sin PA se presentan en la Figura 3-5. Con respecto a la carga de
bacterias totales, se determiné un mayor numero de copias del gen 16S ribosomal
en el grupo control (mediana=221.322,5; RIC=74.532,5), respecto al grupo de
pacientes con PA (mediana=225.740; RIC=61.379). Sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio
(Figura 3).
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Figura 3. Carga de bacterias totales en sangre periférica de individuos
controles y con PA. La carga de bacterias totales en sangre periférica se determiné

mediante la amplificacion del gen 16S ribosomal y se expres6 como el numero de
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copias del gen 16s ribosomal (marcador genético de bacterias totales) por uL de
ADN aislado de sangre periférica en individuos controles e individuos con PA.
p=0,48.

Por su parte, P. gingivalis no se identificé en sangre periférica de en pacientes con
PA (mediana=10,56; RIC=32,01) o controles (mediana=0; RIC=17,22). Sus niveles

se encontraron bajo el limite de sensibilidad del ensayo (Figura 4).
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Figura 4. Carga de P. gingivalis en sangre periférica de individuos controles e
individuos con PA. La carga de P. gingivalis en sangre periférica se determino
mediante la amplificacién de marcador genético 16S ribosomal y se expresé como
el nimero de copias del gen 16s ribosomal (marcador genético de P. gingivalis) por
uL de ADN aislado de sangre periférica en individuos controles e individuos con PA.
p=0,48

Respecto de P. endodontalis se observo un aumento estadisticamente significativo

del nimero de copias del gen hsp60 por pL de ADN aislado en sangre de pacientes
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con PA (mediana=268,37; RIC=105,54) con respecto a controles (mediana=145,67;
RIC=95,24); p=0,008 (Figura 5).
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Figura 5. Carga de P. endodontalis en sangre periférica de individuos
controles e individuos con PA. La carga de P. endodontalis en sangre periférica
se determiné mediante la amplificacion del gen hsp60 y se expresé como el numero
de copias del gen hsp60 (marcador genético de P. endodontalis) por pL de ADN

aislado de sangre periférica en individuos controles e individuos con PA. *p=0,008.

NIVELES DE hsCRP EN SANGRE PERIFERICA DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Los niveles totales de hsCRP (mg/L) en sangre periférica de pacientes con y sin PA
se presentan en la Figura 5. Se observo una tendencia al aumento de los niveles
de hsCRP en sangre periférica de pacientes con PA (mediana=1,04; RIC=3,02)
respecto a controles (mediana=0,48; RIC=0,6), pero esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (p=0,15).
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Figura 5. Niveles de hsCRP de sangre en individuos controles e individuos
con PA. hsCRP: Proteina C reactiva de alta sensibilidad, PA: Periodontitis Apical.
p=0,15.

CORRELACION ENTRE CARGA DE BACTERIAS TOTALES, P. GINGIVALIS Y
P. ENDODONTALIS, Y NIVELES DE HSCRP EN GRUPOS DE ESTUDIO

No se identifico una correlacion entre la carga de bacterias totales y P. endodontalis,
y los niveles de hsCRP (Tabla 4).

Tabla 4: Correlacion entre carga de bacterias totales y P. endodontalis, y hsCRP.

Variable Carga bacteriana total Carga de P. endodontalis
hsCRP (r, p, N) ‘ r=-0,18 r=0,24
‘ p=0,23 p=0,10

‘ N =33 N =33

CT: Carga de bacterias totales, Pe: Porphyromonas endodontalis, Pg: Porphyromonas gingivalis,
hsCRP: Proteina C Reactiva de alta sensibilidad. Valor r: Coeficiente de correlacion de Spearman.
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ANALISIS DE COVARIABLES DE ESTUDIO

Se confirmo la existencia de una asociacion entre la carga de P endodontalis y el
diagnoéstico periapical independientemente de otras covariables, las que no se
asociaron con la carga de la subespecie bacteriana en sangre (IMC: indice de Masa
Corporal, COPD: Dientes con caries/obturados/perdidos, C. HDL: Colesterol de alta
densidad; tabla 3).

Tabla 3. Asociacion entre carga de P. endodontalis en sangre periférica y

periodontitis apical.

Variables de exposicion Coeficiente £ DE p value
Diagnéstico de PA 105,9 + 42,0 0,02
R? ajustado 0,14

DE: Desviacion Estandar; modelo crudo.
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DISCUSION

Las patologias endododnticas infecciosas se caracterizan por la proliferacion de
comunidades bacterianas predominantemente anaerobias Gram negativo (Sakko et
al., 2016), lo que gatilla la respuesta inmune del hospedero y determina la formacién
de la LAOE, siendo ésta el signo patognomonico en PA (Bordagaray et al., 2021;
Sakko et al., 2016). La proximidad de las LAOE al torrente sanguineo, sumada a la
presencia de un proceso inflamatorio persistente, podria favorecer la translocacion
bacteriana hacia tejidos periféricos. Adicionalmente, se ha descrito que la
translocacion bacteriana podria determinar una respuesta inflamatoria sistémica de
larga duracion y baja intensidad, conocida como inflamacion sistémica de bajo grado
(Ledn et al., 2015).

En el presente estudio se determind, por primera vez, que la carga de P.
endodontalis en sangre periférica es mayor en individuos con PA respecto de
individuos sanos, sin presentar una asociacion directa con la carga inflamatoria

sistémica, determinada por los niveles séricos de hsCRP.

CARGA TOTAL BACTERIANA

La sangre periférica se considerd un fluido estéril por mucho tiempo . Sin embargo,
con el advenimiento de las técnicas moleculares se ha demostrado que la sangre
puede presentar niveles subclinicos de productos bacterianos como el ADN incluso
en individuos clinicamente sanos (Moriyama et al., 2008). En nuestro estudio, la
carga total de bacterias en sangre no presento diferencias significativas entre los

individuos con PA e individuos sanos.

Un estudio previo reportd una carga significativamente mayor de bacterias totales
en células mononucleares de sangre periférica de individuos con PA respecto de
individuos controles (Bordagaray et al., 2021). Las diferencias en la carga de
bacterias totales en sangre en comparacion con células mononucleares podria
deberse a procesos de fagocitosis y la contribucion de bacterias desde otras

microbiotas, tales como el tracto gastrointestinal y la piel a sangre periférica (Hahn
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y Sohnle, 2013; Nikitenko et al., 2011; Vaishnavi, 2013; Wazna y Goérski, 2005). En
otros estudios, se ha determinado que existe un aumento de la carga bacteriana
total en sangre periférica en pacientes con lesiones o enfermedades asociadas al
tracto gastrointestinal respecto de pacientes sanos (Nikitenko et al., 2011; Soriano
y Guarner, 2003; Wazna y Gorski, 2005). Sin embargo, también se ha visto que
existe aumento de la carga bacteriana total en pacientes sanos y sin patologias o
lesiones, cuando estos son sometidos a un uso prolongado de algunos
medicamentos, como hormonas y cuando se encuentran bajo periodos de estrés
prolongado, lo que tiene como consecuencia una disbiosis intestinal, aumentando
la carga bacteriana total en sangre periférica (Dinakaran et al., 2014; Garcia de
Lorenzo y Mateos et al., 2007; Hahn y Sohnle, 2013; Nikitenko et al., 2011; Nodarse,
2000; Soriano y Guarner, 2003; Wang et al., 2021; Wazna y Gorski, 2005; Wunsch
y Lewis, 2015; Zhang et al., 2021).

Ademas, se ha comprobado la existencia de translocacién bacteriana intestinal a
sitios extraintestinales, tales como el complejo de linfonodos mesentéricos, higado,
bazo y rifiones (Berg, 1995; Nikitenko et al., 2011; Soriano y Guarner, 2003;
Vaishnavi, 2013; Wazna y Gorski, 2005). De este modo, la translocacion bacteriana

desde sitios extraorales podria contribuir a la carga de bacterias totales en sangre.

CARGA DE P. GINGIVALIS

P. gingivalis es un periodontopatdgeno que ha demostrado su capacidad de
diseminacién sistémica, detectdndose su ADN bacteriano en tejidos patologicos
lejanos a su habitat oral. Algunos ejemplos de esto son las placas aterosclerdticas
en individuos con aterosclerosis y las placas sinoviales de individuos con artritis
reumatoide (Berthelot y Wendling, 2020; Chhibber et al., 2016; Mikuls et al., 2014,

Reichert et al., 2013), entre otros.

En linea con nuestros resultados, P. gingivalis no fue detectada en células
mononucleares de sangre periférica de individuos con PA (Bordagaray et al., 2021).
Esto podria deberse a la menor prevalencia de P. gingivalis en las enfermedades
de origen endodontico (18,4% a 48%) (Bordagaray et al., 2021; Huang et al., 2005;
Jiménez et al., 2022; Siqueira et al., 2008; Wang et al., 2010), en comparacion con
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la prevalencia de 78% a 90,5% de P. gingivalis en enfermedades periodontales
cronicas (Ardila y Guzman, 2016; Faghri et al., 2007; Ingalagi et al., 2022; Rafiei et
al., 2018; Scapoli et al., 2015; Suwatanapongched et al., 2010; Wang et al., 2020),
donde si se ha descrito la posibilidad de translocacion periférica.

De hecho, en un estudio se vid que P. gingivalis puede encontrarse en células
mononucleares en pacientes con periodontitis, sin diferencias significativas en la
supervivencia de P. gingivalis tras distintos tiempos posterior a su infeccion, sin
afectar la migraciéon celular (Suwatanapongched et al., 2010). En otro estudio se
detecté mediante PCR la presencia del gen fimA (gen que codifica la fimbrilina,
subunidad principal de las fimbrias en P. gingivalis) en aislados de sangre de

pacientes con periodontitis (Pérez et al., 2009).

Adicionalmente, P. gingivalis presenta una alta capacidad de invasion de distintas
células del hospedero (Andonova et al., 2015; Ardila y Lafaurie, 2010; Berthelot y
Wendling, 2020; Bordagaray et al., 2021; Chhibber et al., 2016; Diaz et al., 2012;
How et al., 2016; Jiménez et al., 2022; Kitamura et al., 2022; Liljestrand et al., 2016;
Mikuls et al., 2014; Mulhall et al., 2020; Orrego-Cardozo et al., 2015; Pefa et al.,
2012; Piconi et al., 2009; Reichert et al., 2013; Van Winkelhoff et al., 1992), lo que
podria determinar que sus subproductos, tales como el ADN bacteriano, no se
encuentren de forma libre en sangre periférica sino que interiorizadas en células del
hospedero. Asi, por ejemplo, existe evidencia de que diferentes cepas de P.
gingivalis son capaces de invadir células endoteliales umbilicales in vitro (Dorn et
al., 2000), lo que explicaria, en parte, la asociacion entre la enfermedad periodontal

y las enfermedades cardiovasculares.

P. gingivalis es uno de los patobiontes periodontales mas estudiado y asociado a
enfermedades periodontales y ENT, como la aterosclerosis, la enfermedad de
Alzheimer, el cancer colorrectal, la artritis reumatoide, la diabetes, el cancer de
pancreas, entre otras (Dominy et al., 2019; Flak et al., 2022; Giri et al., 2022; Hussain
et al., 2015; Olsen y Yamazaki, 2019; Perricone et al., 2019). Esto ha demostrado
que la translocacion de bacterias orales, incluida P. gingivalis, puede alterar el
equilibrio del microbioma intestinal (Liu et al., 2021; Sohn et al.,, 2022).

Adicionalmente, se ha visto que existe contribucion de la carga de P. gingivalis a
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distintos tejidos patolégicos mediante translocacion intestinal, como también
contribucion por medio del complejo de linfonodos mesentéricos (Berg, 1995; Flak
et al., 2022; Giri et al., 2022).

CARGA DE P. ENDODONTALIS

Por su parte, en este estudio se determind que la carga de P. endodontalis fue
significativamente mayor en sangre en pacientes con PA respecto a individuos
sanos. Esto va en linea con estudios realizados anteriormente, en donde se ha
observado que P. endodontalis se detecta frecuentemente en células
mononucleares de pacientes con PA e incluso controles. Asi también P.
endodontalis fue detectada en canales endoddnticos y lesiones periapicales de
pacientes con PA (Bordagaray et al., 2021; Jiménez et al., 2022), lo que explicaria

su aumento en sangre periférica y su potencial de translocacion.

En el presente estudio, P. endodontalis no solo se detecté en sangre periférica de
pacientes con PA sino también en pacientes sanos. Eso ultimo podria explicarse
por una combinacion de factores. En primer lugar, P. endodontalis puede coexistir
en varios habitats orales (sitios subgingivales), asi como también en la mucosa oral
(amigdalas y lengua), donde pueden ser fagocitadas por células mononucleares y
sus productos de degradacion llegar a la circulacion general (Lombardo et al., 2012;
Scapoli et al., 2015). En segundo lugar, P. endodontalis posee capacidad de
supervivencia dentro de células mononucleares, lo que podria faciliar su
diseminacién mediante éstas (Berthelot y Wendling, 2020; Hazzah et al., 2015;
Rodriguez et al., 2019). Finalmente, P. endodontalis también puede encontrarse en
el tracto gastrointestinal, desde donde podria traslocar a la circulacién general
asociada a cambios en la permeabilidad intestinal (Ahn et al., 2013; Lim et al., 2022;
Pihlstrom et al., 2005).

En linea con los resultados de este estudio, se determind que la respuesta sistémica
de IgG anti-P. endodontalis fue mayor en individuos con PA respecto de individuos
sanos. En conjunto, en la circulacion periférica de pacientes con PA han se
detectado mayor carga de P. endodontalis como de anticuerpos IgG especificos, los

gque se consideran como un marcador subrogado de la bacteria (Jiménez et al.,
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2022). Ademas, se detectd P. endodontalis dentro de los canales endodoénticos de
los pacientes con PA, lo que se asoci6 con un aumento de la endotoxemia (Jiménez
et al., 2022). Estos antecedentes sostienen que P. endodontalis podria traslocar

sistémicamente desde el sistema de canales endodonticos y/o las LAOE.

NIVELES DE hsCRP

La hsCRP es una proteina de fase aguda producida por hepatocitos y células del
endotelio vascular, y su sintesis es inducida como respuesta al dafio tisular por
infecciones, inflamacidén o neoplasias. Su expresidon esta regulada por citoquinas,
particularmente por la IL-6 y, en menor grado, por IL-1 y TNF-a. Ademas de sus
funciones principalmetne pro-inflamatorias, hsCRP es un marcador prototipico de
inflamacion sistémica y de estratificacion de riesgo cardiovascular (Amezcua et al.,
2007; Garrido et al., 2019; Jiménez et al., 2022; Vega et al., 2015).

Si bien se observo una tendencia hacia el aumento de los niveles de hsCRP en
sangre periférica de pacientes con PA respecto a controles, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. Se ha reportado recientemente que PA se asocia con
niveles mayores de hsCRP y otras proteinas proinflamatorias en la circulaciéon en
comparacién con individuos controles (Garrido et al., 2019; Jiménez et al., 2022).
En soporte de lo anterior, un meta analisis y revisién sisteméatica reciente report6
una asociacion entre PA y aumento de los niveles de hsCRP, contribuyendo a la
inflamacion sistémica de bajo grado (Georgiou et al., 2019). Ademas, existe
evidencia de que los niveles de hsCRP en sangre periférica se relacionan
directamente con la severidad de la LAOE, sobre la base del indice periapical (PAI).
Especificamente, los grados PAI 2 y 3 se relacionaron con mayores niveles de

hsCRP en sangre respecto de los grados 0 y 1 (Sirin et al., 2019).

Se ha descrito que niveles de hsCRP > 1 mg/L prepresentan un mayor riesgo
cardiovascular, actuando como un factor de riesgo no clasico. Segun la Asociacién
Americana del Corazén (AHA), los niveles de hsCRP determinan diferentes niveles
de riesgo cardiovascular; <1 mg/L bajo riesgo, 1-3 riesgo moderado, >3 mg/L riesgo
alto (Fortmann et al., 2004; Georgiou et al., 2019; Pearson et al., 2003). De hecho,
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en los rangos de hsCRP entre 1 a 3 mg/L y > 3 mg/L el riesgo cardiovascular
aumenta hasta 2 a 4 veces mas respectivamente, que en un paciente sano con
rangos menores de 1 mg/L de hsCRP (Amezcua et al., 2007; Ledn et al., 2015; Vega
et al., 2015).

En nuestro estudio, los niveles de hsCRP entre PA y controles, los valores de
hsCRP en PA (mediana=1,0; RIC=3,0) establecen un riesgo cardiovascular
moderado a diferencia del grupo de controles, donde los niveles de hsCRP

(mediana=0,5; RIC=0,6) corresponden al riesgo cardiovascular bajo.

ASOCIACION ENTRE hsCRP Y CARGA BACTERIANA SISTEMICA

En nuestro estudio los niveles de hsCRP séricos no se asociaron con la carga de
bacterias totales o de P. endodontalis en sangre. A pesar de que no existen reportes
similares, otros estudios han relacionado los niveles de hsCRP en sangre con
presencia y severidad de periodontitis (Chang et al., 2020; Sezgin et al., 2019).
(Cecoro et al., 2020). En linea, se establecio una relacion entre el incremento en los
niveles de hsCRP séricos y el aumento de la carga de bacterias orales totales en la

arteria caroétida de pacientes con periodontitis cronica (Xiuyun et al., 2017).

Por otro lado, en un estudio reporté un aumento en los niveles de hsCRP en los
tejidos periapicales en pacientes con PA (Garrido et al., 2015), mientras que P.
endodontalis y bacterias totales fueron detectados en una alta frecuencia en
exudados de canales endododnticos y lesiones periapicales (Bordagaray et al.,
2021).

En sintesis, las bacterias endoddnticas y en particular P. endodontalis y hsCRP se
detectan en LAOE y sangre periférica de pacientes con PA. Sin embargo, podrian

representar mecanismos independientes involucrados en PA.
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CONCLUSIONES

La carga sisttmmica de P. endodontalis es mayor en pacientes con PA en
comparacion con pacientes sanos, respaldando su potencial de traslocacion a la
circulacién. Esta no se asocio directamente con la inflamacion sistémica de bajo
grado determinada sobre hsCRP. De este modo, la translocacion de bacterias
orales especificas y la inflamacion sistémica de bajo grado podrian representar
mecanismos independientes que relacionan la PA con el riesgo de enfermedades

sistémcias no transmisibles.
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ANEXOS

ANEXO 1: ACTA APROBACION CONSENTIMIENTO INFORMADO

(. S LY
HOSPITAL CLINICO
LINIVERSIDAD DF CHILE

ACTA DE APROBACION N° 50
Santiago. 29 de julio de 2020.

El Comité Efico Cientifico o de Investigacion del Hospital Clinico de |a Universidad de Chile, integrado
por los siguienes miemoros;

Dra. Teresa Massardo Vega Especiaista en Medcina Nuclesr. Presidenta
Sr. Mauricio Venegas Santos, Bioguimico. Vicepresidente.

Dra. Alda Verdnica Araya Quintanilla. Médico Endocrndloga. Secratania de actas.
Dr. Serglo Valenzusta Puchulu. Médico Gineco-Obstetra, Integrante.

Dr. Juan Carlos Pristc Dominguez. Médico Farmacologia Clinica. Integrante,
Dra. Ana Maria Madrid Silva. Gastroenterdloga. Integranis,

Srta, Rinz Sepliveda Alfaro. Abogado, Integrante.

Dra, Gloria Lopez Stewart. Médico Endocrinaloga. Integrante.

Dr. Juan Jorge Siva Solfs. Médico Cirujano. Integrante.

Dr. Melchor Lemp Miranda, Médico Neurocirsano. Integranta.

Sra. Ginette ZoAiga Navamete. Miembro o la comunidad,

Ha analzado el Proyecto: “Sensing of oral bacterial DNA translocation by circulating monocytes
as drivers of low-grade systemic inflammation in apical periodontitis™ en espafiol: "Deteccion
de la translocacion del ADN bacteriano oral por monacitos circulantes como impulsores de la
inflamacién sistémica de bajo grado en la periodontitis apical”, cuya investigadora principal es
la Dra. Marcela Hemandez Rios, de la Facultad de Odontologia de ta Universidad de Chile. El
proyecto serd desarrollado er la Cinica Odontologica de la Facultad de Qdontologia de ks Universidad
de Chile.

Para estos efecios se tuvo a i3 vista los siguientes documentos.

Carla de presentacidn de proyecto,

Caria de Compromiso de la Investigacora Principal,

Caria de Compremiso co-investigadares.

Currlculum vitae de la Investigadora Principal,

Protocoke de proyecto.

Formulario de Solicitud evaluacién de proyecto,

Ansxo 1. Ficha Clinica,

Documento de Consentimiento Informado Voluntarios donantes de sangre sanos, Version
2.0, fechado 22 de julio de 2020.

wwwredclimeadl
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« Documento de Asentimiento Informado Voluntarics extraccidn por orlodoncia, Versian 2.0,
fechado 22 de julic de 2020.

« Documento de Consentimisnto Informado Tutores de volundanos extraccion por ortodoncia,
Version 1.0, fechado 22 de julio de 2020.

e Revocacion del Consantimicnto informado Versidn 1.0, fechado 18 de mayo de 2020,

El Proyecto y los documentos sefialados en el pamrafa precadente han sido anafizados a i luz de los
postulados de la Declaracion de He'sinki, de las pautas Eticas Intemacionales para la investigacita
Biomedica en Seres humanos CIOMS 2002, de las Cuias de Buenas Practicas Clinicas de ICH y

Nomnativa Nacional Vigente.

a) Caracter de la poblacion estudiada
Terapéautica.
b) Utilidad del Proyecto
Adecuads.
c) Riesgos
Confrofades.
d} Beneficios
Adecuados.

e) Confidenclalidad dei Estudio
La Investigadora principal asegura la confidencigidad de todos los datos.

Por ko tanto, el Comité estima que e Estudio propussio estuvo bien justificado y que no significa para
los sujetos invelucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores,
Los consentimientes informados son adecuades en ferma y fondo.

En virtud de las conslderaclones anteriores, al Comité otorga |a Aprobacién Etica del estudio
propuesto en seslén ordinaria del 29 de jullo de 2020, |a que se extiende por un plazo de 12
meses a contar de esta fecha. Se adjunta Declaracién de Cumplimiento de las Buenas Practicas
Clinicas,

Se daebe tener presente que se debe realizar:

- Envio para agrobacion o toma de conocimiento de nueva documentacion relacionada al estudio.

- Cambic &n ks Delegados del Director de la Institucidn,

- Notificacién de reacciones adversas serias o no serias, en que las serias deben ser noffficadas en
un piazo de 72 horas habiles de ocurrida ef evento.

- Enviar anuaimente avances de! Proyecto.

- Solicitud de Exlension de plazo de aprobacién.

- Enviar Informe Final del Proyecto,

wiwwsreddimica.cl
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Los items minimos que deban contener los informes semestrales y finales, son los sigulentes:

- Cumplimisnta de los oojelives
= Numers de Sujetos enroiados
= Niimeng y mothes o8 los sujeing qua abandonan o se reliran

Saluda atentamenie & Lid,

-
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Teresa Massardo Vega

Presidenta del Comaté Elico Clantifico
Hospiia Clinica da la Universidad da Chile
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ANEXO 2: CONSENTIMIENTO INFORMADO

DOCUMENTD DE CONSENTIMIENTD INFORMADO:
Voluntarios donantes de sangre sanos (controles)
TITULO DEL PROYECTO
Nombre del Investigador: Emma Marcelz Hernandez Rios.
Institucion: Facuhtad de Odontologia Universided de Chile
Teléfono(s): 5659 63424263; 297E1E0B

Servicio o Departamento: Patologia v Medicing Orla
Informacidn ded patrocinedor Universidad de Chile, Flavio Salazar.

Invitacion a participar: Le estamos mwitando a participar en &l proyecto de imvestigacian
“Detecrion de la translocacion dzl ADMN bacterizno oral por monocitos circulantes como
impulsores de |z inflamacidn sistémica de bajo grado en |z perindantitis apical”, debido a que
usted cumple con los criterios de elegibilidad.

Antes de tomar |2 decision de participar lea atentaments este documento.

Introduccion: Lz periodontitis apical s una enfermedad que =2 produce por infeccion dentaria
y soke puede s=r resuslta mediante 2 tratamiznto de canzl o la extraccion del diente afectzdo.
Ademas, la presencia de esta infeccion podria afectar k3 szhud generzl, En este esmudio
evaluaremos el perfil de bacterias gue czusan b enfermedad v la respuesta inflamatoria en lz
lesion dentariz v en la circulacion general, Para esto, el estudio incluird |z participacion de
valuntarios con esta infeccion dental v sin ella {sanos): en el @so de los woluntarios sanos,
haremos wnz evaluacdn clinica y radiogréfica por especialistas y tomaremos muestras de
sangre. El estudio no involucra intervencidn alguna mas alla de realizar el tratamiento dental
indicada, por le tanko, no implica riesgo para los participantes,

Objetivos: Caracterizar el perfil de las bacterias v |z respuestz inflamatoria en los dientes v en
lz sangre de los pacientss con periodontitis apical y voluntarios sanos o controles. El estudio
incluirz a un numero total de 62 sujetos en la Clinica Odontoldgica de |z Faculka de Odontolegia
Universidad de Chile, donde seran atendidos.

Procedimientos: 5i Ud. acepta partidpar, sera sometido (3) a kos siguientes procadimientos
durantz la primera visita:

Entrevista, examen clinice v radiografico, limpieza dental, muestra de placa bacterizna v
extraccion de sangre de su brazo en ayuna (50 mi). Sus muestras serén utlizadas para
determinar |z presenciz de bacterias y respuests inflamatoria, incluido el examen de laboratorio
clinico niveles de proteina C reactiva de akta sensibilidad en sangre.

Rigsgos: La toma de muestras no conllevard riesgos para Ud. Ademds, s2 |z realizard el examen
cinico radiografico mtraoral sin costos. Dwrante B extraccion de sangre, usted podriz
experimentar ligeras molestizs, tales como dolor leve, mareos o senzacan de debilidad generzl,
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Cuslguier otro efecto gue M, considera que puede derivarse de |z toma de muestras, debera
comunicario a la Dra. Marcela Hermandez Rios en el teleéfono +569 63424263,

Costgs: Los exdmenes clinico-radiograficos & insumos seran aportados por los investigadores
(Proyecoo FONDECYT 12000%8) sin costo alguno para Ud. durante el desarrollo de este proyecto,
Todos los exémenss o prestaciones que sean necesarios pars € estudio o tratamiento habitusl
de su enfermedad seran finencizdos por el estudio, Su partcipecion no ke representara gastos
adicionales.

Beneficios: Ademas del benefico que este estudio significara para el progreso del conocimisnto
v el mejor tratamiento de futwos pacientss, su parficipacion en este estudio le traerd los
siguientes beneficios: Diagnéstico clinico y radiegrafico dental y mpieza dentariz sin costo,
Adicionzlmentz podra conocer bos resulftados del anglisiz de sus niveles de proteina C resctiva
de zlhta sensibilided sin costo.

Alternativas: Si Ud, decide no participar en esta investigacidn recibird |z evaluacion v
tratamiento que s= aplica habitualmente en formz partcular v con los costos nomalmente
as0Cizdos.

Compensacion: M. no recibird ninguna compensacion econdmica por su participacian en el
estudio. Sin embargo, debido al reguerimientc de ayuna, se le otorgera uma colacion
inmediztamente después de haber donado sangre v en cada ocasion que lo haga.

Confidencialidad: Toda |z informacion derivada de su participacion en estz estudio sera
conserveds en forma de estricta confidencialidad. ke que mcluye el scceso de los investigadores
0 agencias supenvisoras de | investigacion. Cualguier publicacion o comunicadan cientfica de
los resultados de |z investigacion ser2 completamente andnima.

Informacion adicional: Ud. o su médico tratante seran informados =i durante el desarrollo de
este estudio SUFDEN MUEVDS conocimientos o complicaciones gue puedan afectar su voluntad de
continuar participando en la investigacion,

Voluntariedad y Revocacion: Su participacian en esta investigadan es totalmentz voluntaria
¥ 58 puede retirar en cualguier momento comunicandolo al investigador (mediante un formulario
de revocacidn del consentimiento opcional) v & su médico ratantz, sin gue ello signifique
sanciones o perdida de bensficios en nuestra institucion o modificaciones en el tratzmiento
habitual de su enfermedad. De igual manera su medico tratante o & investigador podran
determinar su retire del estudio 5 consideran Que esa decision va en su baneficio.

Complicaciones: En =l improbable cazo de que Ud. pressnte complicaciones directamente
dependientss de la toma de muestras. En caso de ocurrin, Ud. recbird =l tratamiento
odontoldgico completo de dicha complicacion, financiado por el equipo de investigacion, v sin
costo alguno para Ud. o su sistema previsional. Esto no incluye |as complicaciones propias de
su enfermedad y de su curso natural,
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Derechos del participante: Usted redbirg unz copiz de este documento firmado, 51 usted
requiere cualguier otra informacion sobre su participacion en este estudio pusds comunicarss
con:

Investigador: Marcelz Hernandez Rios, Teléfonos: Dra. M. Hernandez, {569 £3424253), Sra.
Bernarda Parada (+569 99699428)

Otros Derechos del participante .

En caso de duda sobre sus derechos comunicarse con el Comitd Etico Cientfico o de

Investigacion del Hospital Clinico Universidad de Chile, Teléfomo: 2257ES00E, Email:

comitestica@houch.cl, ubicado en Santos Dumont N® 9399, 4 Piso Sector [ Comuna de
iz, Santago.

Condusion:

Despuds de haber leido v comprendido |z informacion de este docwmenta, de haber podido
aclarar todas mis dudas, entiendo gue me puedo retirar cusndo lo desee. Otorgo mi
consentmiento fbre, informado y woluntzrio para participar en 2l proyecto “FONDECYT
1200098"

Mombre del sujem Firma Fecha v Hora
.
Mombre del Investigedor Firma Fecha y Hora
R,
Mombre del Director o Delegado Firma Fecha y Hora
R,

5F =2 trafs O un sufeto detrad, no vidente v ofra sitvacion, registrar nombre dal sufsto yoa s
apadarado | Testigo )

Mombre del Testigo Firma Fecha v Hora
R,

Yeraca LD Fechs 33 o julc de 2EZE.
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DOCUMENTD DE CONSENTIMIENTO INFORMADO:
Voluntarios donantes de sangre grupo PA [casos)

TITULO DEL PROYECTO

Mombre dzl Investigador: Emma Marcelz Hernandez Rios,
Institucion: Facultad de Odontologia Universidad de Chile
Telsfono(s): =569 63424263; 29781808

Servicio o Departamento: Patologia v Medicng Orla

Informacian del patrecinador Universidad de Chile, Flavio Salazar,

Invitacion a participar: Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacan
"Deteccion de |z translocacidn del ADMN bacterizno oral por monodtos ciroulantes como
impulsorez de |a inflamacidn sistémica de bzjo grado en |z periodontitis apical”, debido 2 gus
usted cumple con los criterios de elegibilidad.

Antes de tomar |z decision de partidipar lea atentaments este documento.

Introduccidn; Lz periodontits apical 25 una enfermedad que se produce por infeccion dentaria
¥ sodo puede ser resuelta mediznts 2l tratamiento dz canzl o |z extraccion del diente afectado,
Ademas, la presenca de estz infeccion podriz afectar |z sslud general. En ests estudio
evaluaremos el perfil de bacterias que causan la enfermedad v |z respuests inflamatoriz en |z
lesion dentaria y en la drculacidn generzl, Parz esto, el estudio incluira |z participacion de
voluntarios con esta infeccion dental vy =in ella {=anos), haremos wnz eveluacion clinica v
radiografica por especizlistas, tomaremos muestras del diente infectado v de sangre, v
realizaremos el tratamiento de canal indicado. El estudio mo involucra intervencian zlguna mas
gllZ de reslizar el tratemiento dental indicada, por lo @nto no implice riesgo para los
participantss,

Dbjetivos: Caracterizar el parfil dz las bacterias y |z respuesta inflamatoriz en los dientes y en
lz samgre de los pacientes con periodontitis apical y volunw@arios sanos o controles, El estudic
inchuira a un nimero total de 62 sujetos en la Clinica Odontoldgica de |z Facukta de Odontoleoia
Uniwersidad de Chilz, donde seran atendidos.

Procedimientos: 5 Ud. acepta participar, serg sometido [2) & los siguientes procedimientos
durantz |a primera visita:

Entrevista, examen clinicy y radiografico, limpieza dental, muestra de placa bacterianz v
extraccion de sangre de su brazo en ayuna (50 ml). Postericrments, v solo si tiene infeccian
dentaria (periodontits apical) = le realizars el tratamiznto de canal indicado, == le tomara una
musstra del canal y 52 |z citard 3 dos controles posteriores, 1 mes v 3 los & meses, en los que
se l= evaluara dlinica y radiogréficaments, v se obtendra una nueva muestra de sangres (una por
cade control).  Sus muestras seran utilizadas para detzrminar |z presencia de bacterizs v
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respuesta inflamatoria, incluido el examen de laboratorio clinico niveles de proteing C reactiva
de zlta s=nsibilidad en sangre.

Riesgos: La toma de muestras no conllevard riesgos para Ud. Ademés se le realizard el
tratzmiento indicade para su infeccion dentaria. Durante |2 extraccon da sangre, usted podriz
experimentar ligeras maolestizs, tales como dolor leve, mareos o sensacion de debilidad general,
En &l caso de las muestras de placa bacteriana v canal radicular, no existen riesgos ni molestias
propias de |z obtencion de muestra. El tratamiento de canzl pueds ocasionar inicialments
sensibiidad en el dienta tratado. Cuslguier otro efecto que Ud. considera que puede derivarse
de la toma de muestras o del ratamiento de canal, deberd comunicarlo a la Dra. Marcels
Herndndez Rios en 2l t=léfono <569 63424263,

Costos: Los examenes dinico-radiograficos, insumes v tratamiento de canal seran aportados
por bos investigadores (Proyecto FONDECYT 1200098) sin costo alguno pera Ud. durante &
desarrollo de este proyecto. Todos los examenes o prestaciones que sean necesarios para el
estudio o tratzmiento habituzl de su enfermedad =erdn financizdos por el estudic. Sw
participacion no |z representzara gastos adicionales.

Beneficias: Ademsas del baneficio que ests estudio significara para &l progresa del conodmisntao
v el mejor tratamiznto de futuros padientes, su participacion en este estudio ke traerd los
siguientes beneficics: Dizgndstico clinico y radiografico dental, limpieza dentariz v tratamiento
de infeccion dental sin costo. Adidonalments podrd conocer los resultados del anilisis de sus
niveles de proteina C reactive de alta sensibilidad sin costo,

Alternativas: Si Ud. decide no participar en esta investigacion recibid la evaluacion y
tratzmiento que s2 aplica habitualmente en forma particular ¥ con los costos normalments
asociados.

ign: Ud. no recibird ninguna compensacion economica por su participacion en el
estudio. Sin embargo, debido al requerimiento de ayuna, se le otorgara una colacidn
inmediztamente después de haber donzdo sangre y en cada ocasidn que lo haga,

Confidencialidad: Toda |z informacion derivads de su participacion en este estudio serd
consarvada en forma da estricta confidendalidad, lo que incluye el acceso de bos investigadores
0 agentias superisorss de la investigacidn, Cualguier publicacén o comunicacian cientfica de
los resulkados de la investigacion ser2 completamente andnima,

Informacion adicional: Ud. o su médico tratante ser2n informados si durante el desarrollo de
este estudio surgen nuevas conocimientos o complicaciones que puedan afactar su voluntad de
continuar particdipando en la investigacion.

jgm: Su participacidn en esta investigacion es totalmente voluntaria
v 5& puede retirar en cuzlguier momento comunicandolo al investigador (mediante un formulario
de revocacion del consentimiento opdonzl) v & su médico tratante, sin que ello signifique
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sanciones o peérdida de beneficios en nwestra instioucion o modificaciones en el tratamiento
habitual de su enfermedad. De iguzl manera su medico tratante o el investigador podran
determinar su retiro del estudio si consideran que esa decision va en su benefico.

i i En & improbable caso de gue Ud. presente complicaciones directaments
dependientes de lz toma de muestraz o el watamients de canal, gue induyen dolor,
reagudizacidn del cuadro v faltz de respuesta positive al tratamiento, En caso de ocurrir, Ud.
recibira el tratamiento odontoldgico completo de dicha complicacian, financiade por el equipo
de investigacidn, ¥ sin costo alguno para Ud, o su sistema previsional. Esto no incluye las
complicaciones propias de su enfermedad v de su curso natural.

Derechos del participante: Usted recibirs wna copiz de este documento firmado, 51 usted
requiers cualquier otra informacion sobre su partidpadon en este estudio puede comunicarse
con:

Investigador: Marcels Hernaéndez Rios, Telsfonos: Dra M. Hernandez.[+569 63424263), Sra.
Bernardz Parada [+589 99693423)

I i -I -
En caso de duda sobre sws derechos comunicarse con el Comité Efico Cientfico o de
Investigacion del Hospital Clinice Universidad de Chile, Teleforo: 225789008, Email:
comiteetica@howch.cl, whbicado en Santos Dumont N2 993, 4 Piso Sector D, Comuna de
Independenciz, Santiago.

Conclusion:

Después dz haber leido v comprendido la informacion de este documento, de haber podido
atlarar todas mis  dudas, entendo que me puedo retitar cuando lo deses, Otorgo mi
consendmienta Fibre, informado y wvoluntaric para participar en & proyecto “FONDECYT
12000987

Mombre dzl sujeta Firma Fecha v Hora
R,
Mombre dzl Investigador Frma Fecha y Hora
Run.
Mombre dzl Director o Delegada Firma Fecha v Hora
R,

5 se trata de un syfeto letrado, o vidente u otra suacon, registrar nombre del sueto i de sy
apodarado (Testige),

T
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Mombre dzl Testigo
R,

A U moranm

Frma

Yerman 10 Hospebal LClirsce Univsraded Se Chle, Feche xx F3

Fecha y Hora

Mg & de 4
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ANEXO 3: FICHA CLINICA

HIEND 1. PICHA CLIMCA
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