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RESUMEN

Introduccidn: La periodontitis apical asintomética (PAA) corresponde a una
patologia infecciosa generada por la invasién microbiana del sistema de canales
radiculares que resulta en la destruccion del periodonto apical. Clinicamente no
presenta sintomatologia, por lo que usualmente su hallazgo es radiografico,
observandose un area radiollcida periapical. La mieloperoxidasa (MPO) es una
enzima que cataliza la formacion de acido hipocloroso (HCIO) y su presencia ha sido
descrita en PAA. El HCIO es un potente oxidante con rol defensivo contra los
agentes infecciosos y que paralelamente provoca dafio a los tejidos adyacentes. Las
pastas de hidroxido de calcio (Ca(OH), ) son utilizadas como medicacion intracanal
entre sesiones en el tratamiento endoddntico de dientes con PAA para desinfectar y
evitar la reinfeccion de los canales ya tratados. A la fecha no se ha estudiado el
efecto del Ca(OH), sobre los niveles de MPO en patologias periapicales.

Objetivo: Comparar los niveles de MPO en exudado periapical de dientes
con diagnostico de PAA antes y después de la medicacion intracanal con Ca(OH),.

Materiales y métodos: Se seleccionaron 15 pacientes con diagndstico de
PAA e indicacion de endodoncia, y se obtuvieron muestras de exudado periapical
al inicio del tratamiento y después de dos semanas de medicacion con Ca(OH), .
Las muestras fueron eluidas y se les realiz6 cuantificacion de proteinas totales.
Para determinar los niveles de MPO se realiz6 test de ELISA. Los resultados se
analizaron con el programa GraphPad PRISM 5.0.

Resultados: La concentracion de proteinas totales (CPT) y los niveles de
MPO en exudado periapical de dientes con PAA son significativamente mayores
previo a la medicacion intracanal con Ca(OH), con respecto a los niveles
detectados posterior a dicha medicacion.

Conclusiones: La medicacion intracanal con Ca(OH), se asocia a una
disminucién en los niveles de MPO y CPT en exudado periapical de dientes con
PAA, sin embargo faltan estudios para determinar la influencia de otros factores
como la instrumentacién biomecanica y la utilizacién de irrigantes durante la

terapia endodontica.



INTRODUCCION

La PAA corresponde a un proceso inflamatorio que conlleva la destruccion
de los tejidos periapicales del diente y que se inicia luego de la infeccion y
necrosis pulpar, una vez que los microorganismos han invadido y colonizado el
sistema de canales radiculares. Se caracteriza por la ausencia de sintomatologia
dolorosa y por presentar un &rea radiollcida periapical, que puede corresponder a
un quiste radicular inflamatorio (QRI) o bien a un granuloma periapical (GP), cuyo
diagnéstico diferencial es netamente histopatologico (Katebzadeh, Sigurdsson et

al. 2000; Gutmann, Baumgartner et al. 2009).

Dentro de la respuesta inmuno-inflamatoria que desarrolla el hospedero
durante la PAA, participan una serie de células entre las cuales se encuentran los
polimorfonucleares neutréfilos (PMN) que constituyen la primera linea de defensa
del sistema inmune innato o inespecifico contra infecciones bacterianas y

fungicas, seguidos por los macrofagos (M@) y linfocitos (Marton and Kiss 1993).

En los granulos primarios o azurdfilos de los PMN se encuentra una
enzima llamada mieloperoxidasa (MPO) que es capaz de catalizar la conversion
de peréxido de hidrégeno (H20,) y cloruro (CI") a acido hipocloroso (HCIO), que es
un poderoso agente antioxidante que contribuye a la defensa contra
microorganismos cuando es liberado dentro del fagosoma del PMN (Garcia
Morales, Pereira Roche et al. 1998; Klebanoff 2005). La MPO y H,0, también
pueden ser liberados al exterior del PMN, donde reaccionaran con CI" generando
HCIO el cual puede provocar dafio a los tejidos adyacentes y contribuir con la
patogénesis de la enfermedad (Klebanoff 2005; Aranda 2012). En estudios
anteriores, se ha descrito la presencia de MPO en exudado periapical de dientes
con PAA y absceso apical agudo (AAA) (Cabrera 2012).

El tratamiento endodontico pretende eliminar la mayor cantidad de
microorganismos de los canales radiculares y a la vez darles forma adecuada para
gue posteriormente puedan ser obturados de forma definitiva. Se utilizan pastas

como medicacion intracanal entre sesiones para lograr la desinfeccion y evitar la



reinfeccion de los tejidos y la contaminacion de los canales radiculares que ya
han sido preparados quimio-mecanicamente (Weiger, Rosendahl et al. 2000). Sin
embargo, aun existe controversia respecto al uso de agentes antimicrobianos
como medicacion entre sesiones del tratamiento con respecto a hacer
tratamientos endodénticos en una sola sesion ya que algunos estudios han
determinado que no hay diferencia estadisticamente significativa en la reparacion
de dientes con PAA tratados en una o dos sesiones (Molander, Warfvinge et al.
2007).

Las pastas de Ca(OH), son las mas utilizadas para lograr la desinfeccion
del canal radicular, son llamadas pastas alcalinas por su elevado pH (12,5-12,8)
debido a que su principal componente es el polvo de Ca(OH); el cual se considera
una base fuerte. La accion principal del Ca(OH), se debe a su disociacién idnica
en Ca®'y OH’, teniendo efectos en tejidos vitales y microorganismos e induciendo
el deposito de tejidos duros (Fava and Saunders 1999; Yassen and Platt 2013).

En estudios anteriores se ha determinado que la utilizacién de Ca(OH),
como medicacion del sistema de canales radiculares en dientes con patologias
apicales o bien entre sesiones de la terapia endodontica, tiene efecto en la
reduccion de algunos mediadores de la inflamacion como las metaloproteinasas

de matriz extracelular (MMPs) (Paula-Silva, da Silva et al. 2010).

AuUn no se ha estudiado si existe variacion en los niveles de MPO en dientes
con PAA que han sido medicados entre sesiones del tratamiento endodontico con
Ca(OH),. Por lo tanto, el objetivo de este estudio sera comparar los niveles de
MPO en exudado periapical de dientes con diagnostico de PAA antes y después
de la medicacion intracanal con Ca(OH)s.



MARCO TEORICO

Patologias periapicales de origen endodontico:

El tejido periapical normal esta compuesto por cemento radicular, ligamento
periodontal y hueso alveolar. Cuando se instalan procesos infecciosos en el
sistema de canales radiculares se pierden las condiciones de normalidad y se
desencadenan fendmenos inflamatorios como respuesta a la agresion microbiana,

dando origen a las patologias periapicales (Glickman 2009).

Los microorganismos pueden alcanzar la camara pulpar por diferentes
rutas, tales como: brechas en los tejidos duros del diente, lesiones cariosas,
cracks en la estructura dental resultantes de traumas o procedimientos
odontoldgicos (Nair 1997). Sin embargo, también han sido aisladas bacterias
desde pulpas dentales necréticas en dientes con coronas aparentemente intactas
(Gomes, Pinheiro et al. 2004), lo que podria desencadenarse a partir de la
infecciébn por microorganismos provenientes del surco gingivodentario o saco
periodontal que alcanzarian la pulpa a través de vasos sanguineos del periodonto.
Se han estudiado otras vias de infeccidén pulpar como la anacoresis (a través de la
circulacién sanguinea general) y a través de tubulos dentinarios expuestos a nivel
de la raiz del diente debido a gaps en la estructura del cemento dental, asi como
cracks microscopicos en coronas que parecen intactas y que sirven de portal de

ingreso para los microorganismos (Grossman 1967).

Una vez que la pulpa ha sido infectada, los microorganismos y sus
productos pueden avanzar por los canales radiculares y alcanzar los tejidos
periapicales. Se conoce como Periodontitis Apical (PA) a la inflamacion y
destruccion de los tejidos perirradiculares causados por agentes etiolégicos de
origen endoddntico. Una vez que los microorganismos alcanzan la pulpa dental y
la infectan, avanzan hasta el sistema de canales radiculares los cuales proveen un
habitat selectivo para el establecimiento de una flora microbiana mixta,

predominantemente anaerobia (Nair 2004).



De acuerdo al consenso de la Asociacion Americana de Endodoncia (AAE)
las patologias periapicales se dividen en cinco entidades: Absceso Apical Agudo
(AAA), Absceso Apical Cronico (AAC), Osteitis Condensante, Periodontitis Apical
Sintomatica (PAS) y Periodontitis Apical Asintomatica (PAA) (Glickman 2009).

Periodontitis Apical Asintomética (PAA):

La PAA corresponde a la inflamacién y destruccion del periodonto apical de
origen infeccioso. Se caracteriza por la ausencia de sintomatologia dolorosa, y
radiograficamente se aprecia como una radiolucidez periapical (Gutmann,

Baumgartner et al. 2009)

Los factores microbiolégicos que causan la infeccion de los canales
radiculares y el dafio posterior a los tejidos periapicales, son fundamentales y
participan en la iniciacion, desarrollo y persistencia de la PAA (Qrstavik and Pitt
Ford 1998).

Como consecuencia de la necrosis pulpar, el ambiente del sistema de
canales radiculares se transforma en un habitat favorable para el establecimiento
de wuna flora microbiana mixta, dominada principalmente por anaerobios. Las
especies que han sido aisladas con mayor frecuencia de los canales radiculares
corresponden a los géneros Porphyromonas, Treponema, Bacteroides, Prevotella,
Fusobacterium, Eubacterium, Campylobacter y Peptoestreptococci (Jacinto,
Gomes et al. 2003; Siqgueira Jr and Réc¢as 2007).

Los canales radiculares infectados constituyen la fuente principal de
agentes microbianos para la irritacion persistente sobre los tejidos periapicales. En
etapas mas tardias de la infeccion, las bacterias se organizan en biofilms
adheridos a las paredes de los canales (Ramachandran Nair 1987), nuevas
especies microbianas pueden sumarse al proceso infeccioso y la microbiota
endodontica se vuelve mas organizada estructural y espacialmente . A traves del

foramen apical o foraminas, las bacterias y sus productos pueden alcanzar el



ligamento periodontal, causar dafio y desencadenar el proceso inflamatorio

periapical (Siqueira Jr and Réc¢as 2007).

Dentro de los factores bacterianos que pueden causar dafio directo sobre
los tejidos del hospedero (células y/o matriz intercelular del tejido conectivo), se
encuentran productos secretados como enzimas, exotoxinas y productos
metabdlicos finales. Ademas, componentes estructurales bacterianos como acido
lipoteicoico, peptidoglican, flagelos, fimbrias, DNA, exopolisacaridos,
lipopolisacéaridos (LPS), proteinas de membrana, entre otros; pueden estimular la
activacion de la respuesta inmune del hospedero (Siqueira Jr and Réc¢as 2007)
(Figdor and Sundqvist 2007).

Si la presencia de los irritantes microbianos persiste en el tiempo, la lesion
puede hacerse cronica sin causar sintomas clinicos marcados para el paciente. Se
genera un balance dindmico entre los agentes irritativos exdgenos y la respuesta
inmune del hospedero, la cual, al no ser capaz de eliminar completamente la
infeccion, monta una respuesta defensiva adyacente al foramen apical formando
una barrera circunscrita que previene efectivamente la diseminacion futura de la
infeccion (Marton and Kiss 2000; Siqueira 2002).

La reabsorcion de hueso alveolar y destruccion de tejidos periapicales
alrededor de las raices del diente afectado, da paso a la formacion de una lesion
periapical (LPA) que radiograficamente se observa como un area radioltcida. Las
LPA podrian representar una barrera defensiva para evitar la invasion bacteriana

de tejidos extraradiculares (Marton and Kiss 2000; Siqueira Jr and Ré¢as 2007).

Las LPA pueden corresponder a un granuloma periapical (GP) o a un quiste
radicular inflamatorio (QRI) y su diagnéstico diferencial es netamente

histopatolégico (Gutmann, Baumgartner et al. 2009).

El GP corresponde a tejido de granulacion rodeado por una capsula de
tejido conectivo fibroso. Se genera una vez que la inflamacion se ha vuelto
cronica, donde ocurre proliferacion de nuevas células, fibras y vasos sanguineos

con el objetivo de reparar la lesion, formandose nuevo tejido conocido como tejido



de granulacién. Contiene células inflamatorias como polimorfonucleares neutrofilos
(PMN), macrofagos (Mg), linfocitos B (LB) y linfocitos T (LT). Es comun encontrar
células de restos epiteliales de Malassez, las cuales tienen capacidad latente para
proliferar (Carrillo Garcia, Vera Sempere et al. 2007).

El QRI corresponde a una lesion inflamatoria cronica con una cavidad
patolégica cerrada, revestida de epitelio plano pluriestratificado no queratinizado
total o parcialmente. Ademas presenta tejido conectivo fibroso subyacente y
células inflamatorias, principalmente Mg y pequefios vasos sanguineos. Se puede
formar a partir de las células de los restos epiteliales de Malassez que son
estimuladas como resultado de la inflamacion, antigenos bacterianos, mediadores
metabdlicos y celulares y factores de crecimiento epidermal (Nair 2004; Carrillo

Garcia, Vera Sempere et al. 2007).

La destruccion auto inducida de los tejidos impide la diseminacion de la
infeccion, por lo tanto la lesion puede permanecer asintomatica de manera
indefinida mientras se prolongue el balance dinamico entre la respuesta inmune
del hospedero y los agentes irritantes externos (Marton and Kiss 2000; Ingle and
Bakland 2002).

Aspectos inmunologicos de la PAA:

La interaccion entre los irritantes microbianos y las células defensivas del
hospedero resulta en la liberacién de una serie de mediadores de la inflamacién,
que viajan a través del sistema de canales radiculares hasta llegar al periapice y
son capaces de iniciar reacciones inmunolégicas en los tejidos periapicales, que
resultan en la formacion de lesiones inflamatorias periapicales. Estas reacciones
incluyen respuesta inmune mediada por células (LT y citoquinas) y respuesta
inmune humoral a cargo de LB, mediada por anticuerpos (Winter and Harris 1993;
Rosa de S&, Garcia Santos Pimenta et al. 2003).



Durante la inflamacibn aguda de los tejidos perirradiculares, ocurre
dilatacion arterial que resulta en un aumento del flujo sanguineo en el sitio de la
infeccion. Aumenta la permeabilidad vascular, lo que permite que se concentre un
infiltrado inflamatorio rico en leucocitos, predominantemente PMNs que migran al

tejido afectado junto con MO y Mg (Nekoofar, Namazikhah et al. 2009).

Los PMNs y Mg secretaran citoquinas proinflamatorias las cuales
aumentaran la respuesta vascular local, la reabsorcion 6sea osteoclastica y la

degradacion de matriz extracelular (MEC) (Gazivoda, Dzopalic et al. 2009).

Las citoquinas corresponden a proteinas solubles que son secretadas de
forma transitoria por una gran variedad de células durante la produccion de un
estimulo. Ellas participan en la proliferacion y diferenciacion celular, en la actividad
microbicida, en la reaccién inflamatoria, en la respuesta inmune especifica y no
especifica y en la produccion de anticuerpos (Palomo | 2009). Dentro de ellas,
encontramos las citoquinas proinflamatorias, encargadas de promover la
inflamacion en los tejidos y activar la reabsorcién 6sea; y las citoquinas
inmunorreguladoras importantes para los procesos de reparacién de los tejidos y

regulacion negativa de la respuesta inflamatoria (Gazivoda, Dzopalic et al. 2009).

Se ha determinado la presencia de citoquinas proinflamatorias como IL1-fy
TNF-a. en exudado periapical de dientes con PAA, las cuales participarian de la
estimulacion de reabsorcion 6sea durante la formaciéon de LPA (Ataoglu, Ungér et
al. 2002). También ha sido descrita la presencia de IL-6 en estas lesiones, quien
estimularia la expresion de proteinas de fase aguda, manteniendo el proceso de
reabsorcion 6sea en LPAs y contribuyendo a la activacion de LT y a la
proliferacion y diferenciacion de LB (Radics, Kiss et al. 2003; Rosa de Sa, Garcia
Santos Pimenta et al. 2003).

La reabsorcion O0sea que se genera alrededor de las raices del diente
afectado en la PAA es un proceso de multiples pasos, donde participan las células
osteoclasticas encargadas de la degradacion de la matriz 0sea organica e

inorganica. Se ha determinado la presencia del ligando del receptor activador del



factor nuclear kB (RANKL) en LPA, quien es expresado por osteoblastos,
fibroblastos y LT activados y que juega un rol fundamental en la regulaciéon
fisiolégica y patologica de la osteoclastogénesis y osteoclastoactivacion. Al unirse
a RANK en la superficie de preosteoclastos y osteoclastos permite su maduracion,
activAndose el proceso de reabsorcion 6sea, dando origen a una LPA (Menezes,
Bramante et al. 2006; Vernal, Dezerega et al. 2006).

Si los mecanismos de defensa del hospedero son incapaces de erradicar la
infeccion, se generan LPA cronicas. Muchos estudios han descrito el infiltrado
inflamatorio de LPA cronicas, los cuales han demostrado que se trata de un
infiltrado mixto compuesto de LT, LB, PMNs, MO, Mg, células plasmaticas, células
NK y eosindfilos. El objetivo de ellas es restringir la infeccion y crear una barrera
gue impida su diseminacion al resto de los tejidos (Stashenko, Teles et al. 1998).
Las citoquinas inmunoreguladoras (IL-10 y TGF-B) controlan los mecanismos
proinflamatorios durante el paso de un estado agudo a cronico, con el fin de evitar
la excesiva destruccién de tejidos (Coli¢, Gazivoda et al. 2009) y su presencia ha

sido descrita en estas lesiones.

El infiltrado inflamatorio constituye aproximadamente el 50% de las células
presentes en los GP y el resto corresponde a células no inflamatorias del tejido
conectivo como fibroblastos, endotelio vascular, epitelio en proliferacion,
osteoblastos y osteoclastos. Ademas, han sido identificadas células T-helper y T-
supresoras en muchos estudios donde se ha reportado que las células T-
supresoras se encuentran en mayor cantidad con respecto a las T-helper en LPA
cronicas, lo cual se ha asociado a que las células T-supresoras podrian servir para

moderar la inmunoreactividad excesiva en LPA (Stashenko, Teles et al. 1998).

Es por lo anterior que la PAA puede permanecer sin cambios radiograficos
y asintomatica durante largos periodos de tiempo. Sin embargo, puede ocurrir
también una reagudizacibn de este proceso si los microorganismos 0 Sus
productos ubicados al interior del sistema de canales radiculares logran alcanzar

nuevamente los tejidos periapicales (drstavik and Pitt Ford 1998; Nair 2004).



Polimorfonuclear Neutrofilo (PMN):

Los PMNs son leucocitos polimorfonucleares, componentes esenciales del
sistema inmune innato. Constituyen un 50-70% del total de células de la serie
blanca, por lo que son las principales células fagociticas encontradas en sangre
periférica. Son considerados la primera linea de defensa contra infecciones
bacterianas y fungicas junto con las barreras naturales de la inmunidad innata
(Barbieri Petrelli, Flores Guillén et al. 2005).

Poseen una vida media corta, generalmente circulan en el torrente
sanguineo entre 8-20 horas, y si no son reclutados en algun sitio de inflamacién,
mueren por apoptosis (John I. Ingle 2008). Son producidos en la médula ésea a
partir de células madre mieloides pluripotenciales, por medio del proceso de

“fagocitopoyesis” (Barbieri Petrelli, Flores Guillén et al. 2005).

Junto con los basdfilos y eosinodfilos, constituyen la denominada serie
granulocitica, un grupo celular con nucleos multilobulados y numerosos granulos
citoplasmaticos, dentro de los cuales encontramos los granulos primarios o
azurdfilos (que son los de mayor tamafio), granulos secundarios o especificos (de
menor tamafio pero los mas abundantes) y granulos terciarios o secretores (Van
Dyke and Hoop 1990; Dios, Hermida et al. 2002; Palomo | 2009).

Los granulos primarios son formados durante la fase promielocitica del
desarrollo del neutréfilo, y contienen: hidrolasas &cidas, proteasas neutras,
defensinas, proteinas catidnicas, lisozimas y MPO. Los granulos secundarios son
formados durante la etapa mielocitica, y contienen: lisozima, lactoferrina y
colagenasa (MMP-8 y MMP-9). Mientras que los granulos terciarios son un
subconjunto Unico de granulos secundarios que se secretan mas facilmente frente
a la estimulacion de la célula (Van Dyke and Hoop 1990; Gullberg, Andersson et
al. 1997; Palomo | 2009; Marcaccini, Meschiari et al. 2010).

Los PMNs migran al sitio de la infeccion, abandonando el torrente
sanguineo en respuesta a sefiales moleculares. Dentro de las células defensivas,

los neutrdfilos son los primeros en llegar al tejido afectado, seguidos por los Mg y
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linfocitos. Para que el PMN llegue desde el capilar sanguineo hasta la lesion,

deben transcurrir una serie de etapas:
1. Marginacion: contacto de los PMNs con las paredes endoteliales.

2. Adherencia al endotelio: producto de la interaccion entre glucoproteinas

superficiales de los neutrdéfilos y sus receptores en células endoteliales.

3. Diapédesis: migracion a través del endotelio mediante la activacion de
proteinas contractiles (actina y miosina) y la emision de pseudo6podos del
PMN, debido al fenébmeno de quimiotaxis.

4. Fagocitosis y muerte celular: PMNs reconocen moléculas especificas en la
superficie del agente infeccioso (opsoninas), lo que les permite invaginarlo y
destruirlo. En esta etapa actian enzimas lisosomales que son liberadas en
el fagosoma para degradar al microorganismo u otras particulas extrafias.
La destruccion del microorganismo se puede producir mediante un
mecanismo Oxido-dependiente, o bien, O6xido-independiente, los cuales
generalmente participan en forma sinérgica (Barbieri Petrelli, Flores Guillén
et al. 2005; John 1. Ingle 2008).

Una vez que el PMN ha fagocitado al cuerpo extrafio, se densencadenan
una serie de reacciones enzimaticas complejas que requieren un consumo de gran
cantidad de oxigeno. Como consuecuencia de dicho proceso metabdlico, se
generan formas reducidas de oxigeno molecular con actividad germicida como
anioén superéxido (O,-), peroxido de hidrogeno (H2O,) y radical hidroxilo (OHY)
(Dios, Hermida et al. 2002).

La mieloperoxidasa (MPO) proveniente de los granulos primarios de los
PMNSs, facilita la reaccion del H,O, con el anion CI” produciendo acido hipocloroso
(HCIO), el cual tiene una potente accion citotdxica junto con los radicales libres de

oxigeno (Dios, Hermida et al. 2002).

Las mismas enzimas y agentes que son liberados dentro del fagosoma,

pueden ser secretados al espacio extracelular, lo cual contribuye a la destruccién
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de bacterias ubicadas en dicho espacio pero también implica un potencial dafio a
células y tejidos adyacentes del hospedero (Van Dyke and Hoop 1990). En la
degranulacion de los PMNs también se liberan enzimas proteoliticas como la
elastasa, que puede hidrolizar proteinas de la matriz extracelular como elastina,
fibronectina y colageno tipo Il y IV. Asi como también la colagenasa que es capaz

de degradar colageno tisular (Barbieri Petrelli, Flores Guillén et al. 2005).

Una vez que el neutrofilo ha cumplido su funcion, muere por apoptosis y es
eliminado por Mg para evitar que se libere su contenido citotoxico al medio
extracelular. La apoptosis o muerte celular programada juega un papel
fundamental en la regulacion de la inflamacion y la respeusta inmune del
hospedero, asi como también en la produccién de dafio tisular, pues se ha
observado que la alteracion de este mecanismo se asocia con la aparicion de
enfermedades inflamatorias tanto agudas como crénicas. En situaciones donde se
retrasa el fendbmeno de apoptosis de los PMNs, aumentan las posibilidades de
destruccion y liberacién de sus productos téxicos al espacio extracelular con el
consiguiente dafo tisular (Gamonal, Sanz et al. 2003; Barbieri Petrelli, Flores
Guillén et al. 2005).

Los PMNs pueden influir en el desarrollo de las enfermedades
periodontales al estar disminuidos en niamero y/o funcion o bien, al producir dafio
en los tejidos del hospedero por medio de sus radicales de oxigeno y enzimas
proteoliticas (Barbieri Petrelli, Flores Guillén et al. 2005). Por lo anterior, también

podrian estar involucrados en el desarrollo de patologias periapicales.

Mieloperoxidasa (MPO) y Metaloproteinasas (MMPs) en PAA:

La MPO figura predominantemente en la accion antimicrobiana de los
PMNSs, células dominantes en el sistema inmune innato y en la inflamacion aguda.
El reclutamiento y activacion de los PMNs en respuesta a mediadores de la
inflamacion como LPS bacteriano, citoquinas y factores del complemento, lleva a

la adhesién de dichas células a las paredes endoteliales para posteriormente
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desencadenar todo el proceso que tiene por finalidad la eliminacion de los

patdgenos en los tejidos afectados (Lau, Mollnau et al. 2005).

Para destruir y degradar microorganismos, los PMNs los ingieren dentro de
fagosomas donde se lleva a cabo la liberaciébn de enzimas contenidas en sus
granulos citoplasméticos. La MPO es una enzima que se encuentra localizada a
nivel de los lisosomas ubicados en los granulos primarios o azuroéfilos de los PMNs
y constituye el 2-5% de las proteinas del neutréfilo (Garcia Morales, Pereira Roche
et al. 1998; Lanza 1998; Lau, Mollnau et al. 2005; Hansson, Olsson et al. 2006).

La MPO o peréxido de hidrégeno oOxidoreductasa, corresponde a una
glicoproteina tetramérica constituida por cuatro subunidades, formando dos
homodimeros. Es una proteina fuertemente cationica, con un pH Optimo de 5

(Garcia Morales, Pereira Roche et al. 1998).

Se encuentra ampliamente distribuida en el organismo, en algunos fluidos
biolégicos (saliva, liquido sinovial y semen) y en diversos tejidos (corazoén, rifion,
piel, higado y placenta). Sus fuentes fundamentales son los leucocitos (neutrdfilos
y monocitos) y algunos subtipos de macréfagos tisulares, sin embargo, la fuente

principal la constituyen los PMNs (Roman, Wendland et al. 2008).

En enfermedades infecciosas e inflamatorias se ha observado el incremento
de la actividad de la MPO, lo cual se asocia a un aumento del riesgo al estrés
oxidativo. Ocurre un aumento significativo de la actividad de la MPO en directa
proporcién al nimero de PMNSs infiltrados en el tejido, por lo cual su actividad se
puede utilizar como indice de migracién leucocitaria y por tanto, de estrés
oxidativo (Garcia Morales, Pereira Roche et al. 1998; Lanza 1998; Marcaccini,
Amato et al. 2010).

En los sitios de inflamacién, MPO reacciona con el peroxido de hidrogeno
(H20,) proveniente de las células fagocitarias activadas al contacto con cuerpos
extrafios, y forma un complejo enzima-sustrato con fuerte capacidad oxidativa.

Dicho complejo se combina con un haluro, generalmente Cl’, se oxida y forma
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acido hipocloroso (HCIO) (Garcia Morales, Pereira Roche et al. 1998; Klebanoff
2005).

Figura 1. Reaccion mediada por Mieloperoxidasa.

MPO

Cl- + H,0, - > HCIO + H,0

La MPO y el H,O, también pueden ser liberados al exterior del PMN,
elevando el potencial de dafio extracelular debido a la produccion de HCIO
(Klebanoff 2005).

El HCIO es un potente agente oxidante que contribuye al mecanismo de
defensa contra agentes infecciosos, pero también puede actuar sobre células del
hospedero inactivando a-antiproteinasa, entrecruzamientos de proteinas vy
reaccion con acidos grasos saturados para formar clorhidrinas, lo cual puede
desestabilizar las membranas celulares. Es por ello que el HCIO puede causar
gran parte del dafio mediado por neutrofilos en enfermedades inflamatorias

(Garcia Morales, Pereira Roche et al. 1998).

Por otra parte, las MMPs son una familia de enzimas proteoliticas
dependientes de zinc y calcio que funcionan a pH neutro. Son las responsables de
la degradacion de la mayoria de los componentes de la membrana basal y MEC
como el colageno, fibronectina, laminina, gelatinina y proteoglicanos (Birkedal-
Hansen 1993). Son expresadas por diversos tipos celulares, dentro de los cuales
se encuentran los gueratinocitos, células mesenquimales, células endoteliales y
leucocitos. Las MMPs se clasifican de acuerdo a su especificidad de sustrato y
estructura en: colagenasas (MMP-1, -8, -13 y -14), gelatinasas (MMP-2 y -9),

estromelisinas (MMP-3, -10 y -11), MMPs asociadas a membrana y otras MMPs
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(Leeman, Curran et al. 2002; Wahlgren, Salo et al. 2002; Hernandez, Martinez et
al. 2007; Paula-Silva, da Silva et al. 2010).

En periodontitis cronica, agresiva y en patologias periapicales se ha
observado que la accién sinérgica de MMPs de la familia de las colagenasas y de
las gelatinasas resulta en la hidrdlisis del colageno tipo I, principal componente de
los tejidos periodontales, por lo cual la accion de dichas MMPs representa un paso
esencial durante la progresion de la lesidn periodontal. También se ha
determinado que las MMP-13, -14, -9 y -2 corresponden a las principales MMPs
expresadas por el tejido 6seo durante procesos patoldgicos osteoliticos, como lo
gue sucede en la PAA durante la formacion de las lesiones periapicales (LPA)

(Hernandez, Martinez et al. 2007; Mundi Burgos, Dezerega Piwonka et al. 2011).

Los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPS) tienen que ver con
la regeneracién del tejido conectivo, mediante la inhibicion de la actividad
colagenolitica de las MMPs (Hernandez, Martinez et al. 2007). Un desequilibrio
entre la actividad proteolitica de las MMPs y la actividad de los TIMPs se relaciona
con dafio en los tejidos durante la inflamacion. Un mecanismo importante para
controlar la interaccion de los TIMPs con MMPs corresponde al HCIO, un potente
oxidante producido por la MPO de los PMNSs. ElI HCIO inactiva al TIMP-1 mediante
la oxidacioén de la cisteina N-terminal (Wang, Rosen et al. 2007).

Ademas se ha descrito que la MPO puede producir la activacion oxidativa
de colagenasas y gelatinasas latentes, ademas de la inactivacion de TIMP-1, lo

cual también se asociaria a dafio sobre los tejidos (Emingil, Afacan et al. 2010).

Por lo tanto, la MPO en PAA contribuiria a los mecanismos de defensa del
hospedero contra la infeccion, pero también podria contribuir con la produccién de
dafio tisular en la generacion de LPAs (Garcia Morales, Pereira Roche et al. 1998;
Klebanoff 2005).
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Hidréxido de Calcio en el tratamiento de PAA:

La PAA no tiene auto sanacion, por lo tanto requiere de un tratamiento que
permita eliminar o reducir la poblacién microbiana y asi impedir la reinfeccion de
los canales radiculares y tejidos subyacentes. Esto se obtiene mediante la terapia
endodontica, que consiste en una efectiva desinfeccion, conformacion y sellado
hermético de los canales, lo que permite la curacién de los tejidos periapicales y
recuperar el sistema de insercion periodontal (drstavik and Pitt Ford 1998; Nair,
Henry et al. 2005; Lin and Rosenberg 2011; Aranda 2012).

Si bien el tratamiento endoddntico pretende eliminar completamente los
microorganismos del sistema de canales radiculares, estudios han demostrado
que la instrumentacién e irrigacion de los canales reduce significativamente el
namero de microorganismos, pero no los erradica totalmente. Es por eso que se
recomienda la utilizacion de pastas antibacterianas como medicacion intracanal
entre sesiones para evitar la reinfeccion de los tejidos, la contaminacién de los
canales radiculares que ya han sido instrumentados y combatir a la microbiota
persistente dentro de ellos (Weiger, Rosendahl et al. 2000; Molander, Warfvinge et
al. 2007).

Las pastas de hidroxido de calcio son las mas utilizadas para dicho fin,
son llamadas pastas alcalinas por su elevado pH (12,5-12,8) debido a que su
principal componente es el polvo de hidroxido de calcio (Ca(OH),) el cual se
considera una base fuerte. La accién principal del Ca(OH), se debe a su
disociacién iénica en Ca®"y OH", teniendo efectos en tejidos vitales, propiedades
antibacterianas e induciendo el depdsito de tejidos duros. Sus efectos letales
sobre células bacterianas se deben probablemente a la denaturacion proteica, al
dafio en el DNA y en las membranas citoplasmaticas. Tiene un amplio rango de
actividad antimicrobiana contra patégenos endoddnticos comunes, pero es menos
efectivo contra Enterococcus faecalis y Candida albicans. El Enterococcus faecalis
es una bacteria asociada a infecciones apicales primarias asi como persistentes

ya que pueden invadir los tubulos dentinarios y tienen la habilidad de sobrevivir y
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tamponar el alto pH producido por el Ca(OH), (Fava and Saunders 1999; Desai
and Chandler 2009; Mohammadi and Dummer 2011; Yassen and Platt 2013).

El polvo de Ca(OH), puede mezclarse con distintos vehiculos, de esa
forma se obtendra una pasta de Ca(OH), o pasta alcalina, que dependiendo del
tipo de vehiculo utilizado y de otras sustancias que pueden agregarse (como
elementos de contraste radiografico, antibidticos, entre otros), tendra diferentes
propiedades como consistencia, fluidez, viscosidad, etc (Fava and Saunders
1999).

Hay 3 tipos de vehiculos utilizados: acuosos, viscosos y oleosos. Dentro
de los acuosos encontramos agua, suero, agua destilada, solucién de anestésico
dental con o sin vasoconstrictor, solucion de detergente aniénico, metilcelulosa,
entre otros. En las pastas con vehiculo acuoso los iones Ca?* y OH son
rapidamente liberados, presentan un alto grado de solubilidad cuando la pasta
permanece en contacto con tejidos y fluidos por lo que el canal radicular queda
vacio en poco tiempo, retrasando el proceso de reparacion (Fava and Saunders
1999). Una de las marcas comerciales corresponde a UltraCal® XS (Ultradent,
USA). Es una pasta de Ca(OH); utilizada para el relleno temporal de los canales
radiculares entre sesiones del tratamiento endodontico. Es radiopaca y de elevado
pH (12,5), posee un vehiculo acuoso de metilcelulosa y fluye de forma adecuada a
través de una fina punta. Tiene propiedades antimicrobianas debido a su elevado

pH y estimula la formacion de dentina secundaria (Andolfatto, da Silva et al. 2012).

Dentro de los vehiculos viscosos encontramos glicerina, propilenglicol,
polietilenglicol, etc. En estas pastas los iones son liberados mas lentamente y
presentan baja solubilidad en comparacion a las pastas con vehiculo acuoso. La
pasta se mantiene en el sitio deseado por mas tiempo, prolongando su accién
(Fava and Saunders 1999).

Los vehiculos oleosos como el aceite de oliva, camphor, metacresil
acetato, acidos grasos, PMCFA, etc. tienen un uso restringido a situaciones que

requieran un proceso de disociacion iénica muy lenta (Fava and Saunders 1999).
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En estudios anteriores se ha determinado que la utilizacion de Ca(OH),
como medicacion del sistema de canales radiculares en dientes con patologias
apicales o bien entre sesiones de la terapia endodontica, tiene efecto en la
reduccion de algunos mediadores de la inflamacibn como las MMPs,
especificamente MMP-8 medida en exudado periapical de dientes necroticos
(Paula-Silva, da Silva et al. 2010).

Sin embargo, aun existe controversia respecto al uso de agentes
antimicrobianos como medicacién entre sesiones del tratamiento con respecto a
hacer tratamientos endodénticos en una sola sesion. Algunos estudios han
determinado que no hay diferencia estadisticamente significativa en la reparacion
de dientes con PAA tratados en una o dos sesiones, y que la decisiébn depende
mas bien de otros factores como por ejemplo del diagndstico preoperatorio, la
habilidad del tratante para conseguir el control de la infeccién, la anatomia de los
canales radiculares, posibles complicaciones del procedimiento y factores
subjetivos como signos y sintomas especificos de cada paciente (Molander,
Warfvinge et al. 2007; Paredes-Vieyra and Enriquez 2012; Vera, Siqueira Jr et al.
2012).

A la fecha no se han realizado estudios que establezcan una relacion
entre los niveles de MPO vy la utilizacion de medicacién como el Ca(OH), en el
tratamiento endodontico. Por lo tanto el propésito de este estudio sera determinar
los niveles de MPO en exudado periapical de dientes con PAA antes y después de
la medicacién intracanal con Ca(OH), para asi asociar dichas variables y contribuir
con el conocimiento actual sobre la etiopatogenia y tratamiento de la PAA.
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HIPOTESIS

Los niveles de mieloperoxidasa en exudado periapical de dientes con
periodontitis apical asintomatica disminuyen después de la medicacién intracanal

con hidréxido de calcio.

OBJETIVO GENERAL

Comparar los niveles de mieloperoxidasa en exudado periapical de dientes
con diagnodstico de periodontitis apical asintomatica antes y después de la

medicacion intracanal con hidréxido de calcio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar y comparar la concentracion de proteinas totales (CPT) presente en
exudado periapical de dientes con PAA antes y después de la medicacion con

hidréoxido de calcio.

2. Determinar los niveles de MPO en exudado periapical de dientes con PAA antes

y después de la medicacion con hidroxido de calcio.

3. Comparar los niveles de MPO antes y después de la medicacion con hidréxido

de calcio.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

El estudio realizado corresponde a un estudio pre-experimental y se
encuentra financiado por el proyecto FONDECYT 1120138, y como parte de dicho
proyecto cuenta con la aprobacion del Comité de Etica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo 1).

Seleccion de Pacientes

Se seleccionaron 15 pacientes con diagnéstico clinico de PAA en dientes
unirradiculares con indicacion de endodoncia en la Clinica de Endodoncia de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, previa firma de
consentimiento informado (Anexo 2), el cual fue explicado por los investigadores y

se entregd una copia a los participantes del estudio para su lectura.

El diagnéstico fue realizado mediante anamnesis, examen radiolégico y
tests de sensibilidad pulpar, el que fue registrado en una ficha clinica elaborada

para tal fin (Anexo 3).

Los criterios de inclusion para el diagnéstico de PAA fueron: respuesta
negativa a los tests de sensibilidad pulpar (frio probado con Endo Ice® Coltene
Whaledent y calor probado con transpoliisopreno) y que al examen radiografico se
observara destrucciébn Osea apical en relaciéon al diente en cuestiébn (imagen

radiografica compatible con QR o GP) (Gutmann 2009).

Se excluyeron del presente estudio, mujeres embarazadas o en terapia
hormonal de reemplazo, y aquellos pacientes que recibieron medicacion de
antibiéticos, corticoides o antiinflamatorios en los Ultimos 3 meses o0 que hubieran

presentado enfermedades autoinmunes y/o periodontales.
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Obtencion de las muestras

A cada paciente que acudié a terapia endoddntica con diagnostico clinico
de PAA en diente unicanalicular, se le tom6 muestra de exudado periapical antes
de la preparacion quimio-mecénica; para ello, bajo aislacion absoluta y unitaria y
previa desinfeccion del dique de goma, clamps y diente en cuestion, se realiz6 la
cavidad de acceso sin uso de agua o irrigante. Luego, se introdujo una punta de
papel estéril n°20 (Dentsplay, Maillefer, Ballaigues, Suiza) al interior del canal a la
longitud aparente del diente por un tiempo de 30 segundos (Shimauchi H. y col.,
1996), dicho procedimiento se realizo tres veces por canal. En caso de observarse
sangre en las puntas de papel, éstas fueron eliminadas. Las tres puntas de papel
por diente fueron guardadas en un tubo eppendorf a -80°C hasta su elucion y
andlisis. El mismo procedimiento se repitid en la segunda cita del paciente, dos
semanas después; periodo durante el cual el canal se mantuvo medicado con una
pasta de Ca(OH), (UltraCal® XS, Ultradent, South Jordan, Utah USA). Bajo
aislacion unitaria y absoluta se retir6 el doble sellado endodéntico y luego el
Ca(OH), fue eliminado utilizando dos jeringas monoject de irrigacion con suero, es
decir 5,6 cc de suero. Posteriormente se repitio el procedimiento de toma de

muestra de la primera sesion.

Procesamiento de las muestras

Las muestras de exudado periapical fueron eluidas desde las puntas de
papel, utilizando un buffer de elucién Tris- HCI pH 7,5 (0,5 M), NaCl (2 M), CaCl,
(250mM), Tritdbn x-100 (25%) con inhibidor de proteasa libre de EDTA (complete
Mini, EDTA-free, REF11836170001, LOT12910200, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany), agregando 40 pl por punta de papel, es decir, 120 ul por
tubo. Posteriormente se agitaron mediante vortex por 30 segundos y se incubaron
a 4°C durante 30 minutos. Luego, los tubos se centrifugaron a 12.000 rpm durante

5 minutos a 4°C, se recuperé el sobrenadante y se repitid el procedimiento,



21

rescatando un volumen final de 240 pl aproximadamente por tubo. Los eluidos

fueron conservados a -80°C hasta su utilizacion.

Cuantificacion de proteinas totales

A cada muestra se le realizd cuantificacion de proteinas totales (ug/ml)
mediante el método del &cido bicinconinico (Micro BCA™, Pierce®, Rockford,
USA), segun instrucciones del fabricante. Este método interpreta la cantidad de
proteinas presentes, mediante la intensidad del color medida en el
espectrofotometro, para esto, la concentracion se ajustdé en una curva con

albumina sérica de bovino (BSA).

Determinacién de niveles de MPO

Para determinar los niveles de MPO se realiz6 el test de ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay). Para esto se utilizé un kit comercial de acuerdo a
las indicaciones del fabricante (MPO ELISA Kit. For the in vitro determination of
Myeloperoxidase (MPO) in serum and plasma. K6631A, Inmunodiagnostik AG,
Alemania).

El Kit estaba compuesto por una placa de microtitulacién conformada por 96
pocillos previamente recubiertos por el anticuerpo anti-humano especifico para
MPO. Los estandares, controles y las muestras de eluido de exudado periapical
provenientes de dientes con PAA se afadieron a cada pocillo de la placa de
microtitulacion. La MPO presente en las muestras se uni6 al anticuerpo de captura

inmovilizado.

Luego fue agregado un anticuerpo de deteccion anti-humano MPO conjugado
con biotina (anticuerpo secundario biotinilado) a cada pocillo, seguido de
estreptavidina conjugada con peroxidasa, produciendo tres capas conformadas

por anticuerpo-antigeno-anticuerpo. Mas tarde, se agregd tetrametilbencidina
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(TMB) a cada pocillo como un sustrato colorimetro para la MPO. La reaccion
provoco un cambio de color a azul, proporcional a la cantidad de MPO presente en

la muestra.

Finalmente se agreg6 una solucion 4cida de detencion (STOP) y la reaccion
viré a un color amarillo. La intensidad del color se midi6é en un espectrofotometro a
una longitud de onda de 405 nm. La concentracion de MPO en las muestras se
determind mediante una curva de absorbancia v/s concentracion, confeccionada

con los valores de los estandares.

Los niveles de MPO fueron normalizados por sitio (MPO ng/ml) y por CPT, sin
embargo, el resultado del ELISA se consider6 para discusion expresado en
cantidades absolutas de MPO por sitio. Coincidimos con Golub y cols. (1997) en
que de manera similar como ocurre con las muestras de fluido gingival crevicular,
el método mas sensible para calcular los niveles de moléculas presentes en
exudado periapical es la expresion de cantidades absolutas bajo un tiempo de
coleccion de la muestra estandarizado (30 segundos), debido al pequefio volumen
de muestra recolectada y a que el muestreo representa que el total o la mayor
parte del exudado es removido del interior del canal en estudio (Golub, Lee et al.
1997; Dezerega, Pozo et al. 2010)

Andlisis estadistico de los datos
El analisis estadistico se realizé con el programa GraphPad PRISM 5.0.

Las caracteristicas de los pacientes a los cuales se les tom6é muestras de
exudado periapical fueron analizadas considerando el promedio = desviacion

estandar.

Para analizar la distribucion de normalidad de los datos se aplicé el test de
Shapiro-Wilk.
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La distribucion de los datos en la CPT no fue normal, por lo que se utilizé el
test Mann Whitney para determinar si las diferencias observadas en las muestras

eran estadisticamente significativas.

La distribucién de los datos no fue normal para cuantificacion de MPO en las
muestras a través de ELISA. Por lo tanto se utilizé el test Mann Whitney para
determinar si las diferencias observadas en las muestras eran estadisticamente

significativas.

Los resultados se consideraron estadisticamente significativos cuando
p<0,05.
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RESULTADOS

Se seleccionaron 15 pacientes con diagnostico de PAA de los cuales se
obtuvieron muestras de exudado periapical pre y post medicacién intracanal con
Ca(OH)s,.

Del total de pacientes del estudio, 8 eran mujeres y 7 hombres correspondiendo al
53,3% y 46,7% respectivamente. La edad promedio de los pacientes fue de 41,53

+ 1,86 afnos.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes seleccionados.

PAA

N=15

41,53 + 1,86

N=8

N=7

* Expresado como promedio + desviacion estandar.
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Concentracion de Proteinas Totales

Los datos correspondientes a la CPT (ug/ml) de las muestras analizadas se

muestran en la Figura 2.

En ella se observa que la CPT (ug/ml) obtenida del exudado periapical de
dientes con PAA pre medicacién fue significativamente mayor que los datos
correspondientes a las muestras post medicacion con Ca(OH), (905.9 (1068)
versus 270 (239.5) ug/ml, P < 0,0001, Test Mann-Whitney).
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Figura 2: Concentracion de proteinas totales en pg/pl (mediana + rango
intercuartil) La CPT obtenida de eluidos provenientes de exudado periapical de
dientes con PAA pre medicacion con Ca(OH), fue significativamente mayor que la
de dientes con PAA post medicacion. *p<0,0001 (test Mann Whitney). La linea
horizontal en cada columna del grafico representa la mediana de la CPT para cada
grupo estudiado. La linea superior e inferior a la mediana corresponde al rango

intercuartil.
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Determinacion de niveles de MPO

Los datos de los niveles de MPO (ng/ml) presentes en las muestras

analizadas se observan en la Figura 3.

Los niveles de MPO (ng/ml) en las muestras de exudado periapical de
dientes con PAA pre medicacion son significativamente mayores con respecto a
las muestras post medicacion con Ca(OH),. (893,2 (961.59) versus 5,085 (24.58)
ng/ml, P <0,0001, Test Mann-Whitney).
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Figura 3: Niveles de MPO en ng/ml (mediana £ rango intercuartil) Los niveles
de MPO que se obtuvieron de exudado periapical de dientes con PAA pre
medicacion con Ca(OH)2 fueron significativamente mayores en comparacion a las
muestras post medicacion. *p< 0,0001 (test Mann-Whitney). La linea horizontal en
cada columna del grafico representa la mediana de los niveles de MPO para cada
grupo estudiado. La linea superior e inferior a la mediana corresponde al rango

intercuartil.
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Al normalizar los niveles de MPO por la CPT, obtuvimos los datos de
MPO/CPT (ng/ug) correspondientes a las muestras analizadas, los cuales se

observan en la Figura 4.

Los niveles de MPO/CPT (ng/ug) en las muestras de exudado periapical de
dientes con PAA pre medicacion con Ca(OH), son significativamente mayores con
respecto a las muestras post medicacion. (0,5069 (0.785) versus 0,02533 (0.033)
ng/ug, P = 0,0042, Test Mann-Whitney).
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Figura 4: Niveles de MPO/CPT en ng/ug (mediana + rango intercuartil) Los
niveles de MPO/CPT que se obtuvieron de exudado periapical de dientes con PAA
pre medicacion con Ca(OH)2 fueron significativamente mayores en comparacion a
las muestras post medicacion. *p= 0,0042 (test Mann-Whitney). La linea horizontal
en cada columna del grafico representa la mediana de los niveles de MPO/CPT
para cada grupo estudiado. La linea superior e inferior al promedio corresponde al

rango intercuartil.
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DISCUSION

La PAA se establece a partir del flujo constante de bacterias y sus
productos a traveés del foramen apical, o que induce inflamacion, activacion e
interaccion coordinada de células inmuno-inflamatorias en la region periapical. La
movilizacion de mecanismos defensivos del hospedero previene la diseminacion
de la infeccién, sin embargo estos mecanismos también pueden destruir
componentes normales de los tejidos e inducir reabsorcion G6sea, por tanto, el
balance dinAmico entre mediadores pro y antiinflamatorios permitira que la PAA se
mantenga asintomatica por un tiempo indefinido hasta que el equilibrio se perturbe
(Marton and Kiss 2000; Menezes, Garlet et al. 2008).

La respuesta del hospedero en la PAA involucra la produccién de una serie
de mediadores proinflamatorios que participan en los procesos de iniciacion y
mantencion de la inflamacion, produciendo reabsorcion dsea junto con la
formacion de tejido de granulacion infiltrado por LT y B, células plasméticas, Mg,
mastocitos y PMN (Matsuo, Ebisu et al. 1992; Metzger 2000; Garrido Flores,
Ordenes Vitali et al. 2011).

Los PMN constituyen la primera linea de defensa del sistema inmune innato
o inespecifico contra infecciones bacterianas y fungicas, seguidos por los Mg y
linfocitos (Rojas 2003; Barbieri Petrelli, Flores Guillén et al. 2005). Poseen un
citoplasma rico en granulos que aparecen durante la fase de maduracién, por lo
que presentan funciones secretoras ademas de fagocitar y eliminar

microorganismos (Van Dyke and Hoop 1990).

En los granulos primarios o azurofilos de los PMN se encuentra la
enzima MPO que es capaz de catalizar la conversion de H,O, y CI" a HCIO, que es
un poderoso agente antioxidante que contribuye a la defensa contra
microorganismos cuando es liberado dentro del fagosoma del PMN gracias a su
potente actividad antimicrobiana (Garcia Morales, Pereira Roche et al. 1998;
Klebanoff 2005).
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La MPO y H,0O, también pueden ser liberados al exterior del PMN, donde
reaccionaran con CI" generando HCIO el cual puede provocar dafio a los tejidos
adyacentes y contribuir con la patogénesis de la enfermedad. Ademas, a partir de
esta reaccion se forman una serie de radicales libres y otras sustancias oxidativas
con potente accidén antimicrobiana que también pueden dafiar tejidos del huésped
(Hoy, Leininger-Muller et al. 2002; Klebanoff 2005; Aranda 2012).

Se ha demostrado la accion de MPO como participante central de la
relacion entre inflamacion y enfermedad cardiovascular, estando implicada en la
patogénesis de diversas enfermedades como hipercolesterolemia familiar,
ateroesclerosis, sindrome coronario agudo, hepatitis cronica, cirrosis hepatica,
enfermedades neurologicas degenerativas. Como denominador comdn en todas
las patologias anteriormente mencionadas, se encuentra el dafio oxidativo que
generan los radicales libres y sustancias oxidativas producidas a partir de la
reaccion de MPO con H,0, (Pecoits-Filho, Stenvinkel et al. 2003; Malle, Marsche
et al. 2006; Roman, Wendland et al. 2008; Puntoni, Sbrana et al. 2011). También
se han descrito niveles elevados de MPO en enfermedades orales como
periodontitis crénica y agresiva. En fluido gingival crevicular de sitios con gingivitis
y periodontitis, mediante métodos inmunoldégicos se ha demostrado mayores
cantidades/sitio de MPO al aumentar la gravedad de la inflamacion gingival y
periodontal y una disminucién de estos niveles después de realizado el tratamiento
(Cao and Smith 1989; Marcaccini, Amato et al. 2010).

En el presente estudio se demostro la presencia de MPO en exudado
periapical de dientes con PAA, concordante a los resultados obtenidos en estudios
anteriores donde se ha establecido la presencia de MPO en exudado periapical de
dientes con PAA y AAA (Cabrera 2012).

El tratamiento de la PAA se basa en la terapia endodontica, la cual tiene
como objetivo reducir la carga de microorganismos contenidos dentro del sistema
de canales radiculares a niveles compatibles con la recuperacion y cicatrizacion de
los tejidos perirradiculares; y también, prevenir la recolonizacién microbiana de los

canales ya tratados (Vera, Siqueira Jr et al. 2012).
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El Ca(OH), es una sustancia fuertemente alcalina, con un pH de 12,5
aproximadamente. Tiene propiedades antibacterianas y la habilidad de inducir la
reparacion y estimular la formacion de tejido mineralizado (Foreman and Barnes
1990; Barekatain, Hasheminia et al. 2012). Su principal beneficio como medicacion
intracanal entre sesiones de un tratamiento endodontico reside en su efecto
bactericida debido a que la mayoria de los microorganismos situados en los
canales radiculares son incapaces de sobrevivir en el ambiente altamente alcalino

gue provee el Ca(OH), (Heithersay 1975; Kennedy and Hussey 2007).

En los resultados de éste estudio, se determiné mediante ELISA que los
niveles de MPO en dientes con PAA después de la preparacion quimio-mecanica y
medicacion con Ca(OH), disminuyeron significativamente en comparaciéon a los
niveles pre medicacion. Otros autores han estudiado el efecto de Ca(OH), sobre
diferentes mediadores de la inflamacibn como MMP-8, quien es expresado por
PMN, fibroblastos de la pulpa dental, odontoblastos, células epiteliales inflamadas
y células plasmaticas. Ca(OH), disminuye significativamente los niveles de MMP-
8, quien esta asociado a mayor destruccion de tejidos pulpares y periapicales
durante el desarrollo de PAA (Wabhlgren, Salo et al. 2002).

Del mismo modo, los resultados del presente trabajo indican que hubo
disminucién estadisticamente significativa de CPT después de la preparacion
guimio-mecanica y medicacion con Ca(OH),, lo cual es esperable debido a que
luego de dichos procedimientos disminuye el infiltrado inflamatorio en los tejidos
periapicales, disminuyendo asi el recuento de proteinas totales en comparaciéon a
los niveles pre tratamiento (Tanomaru Filho, Leonardo et al. 2002; Tanomaru,
Leonardo et al. 2003).

Si bien los resultados del presente estudio mostraron una disminucién
significativa de los niveles de MPO y CPT después de la preparaciéon quimio-
mecanica y medicacion con Ca(OH), de dientes con diagnostico de PAA, no esta
claro si dicha disminucion se produjo debido a la utilizacion de medicacion de
Ca(OH),, a la irrigacion con hipoclorito de sodio (NaOCl) al 5,25%, a la
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preparacion mecanica de los canales radiculares, o bien al conjunto de dichas

acciones.

Dado que el Ca(OH), tiene una potente accion bactericida al igual que el
NaOCI, ambos podrian estar asociados a la disminucién de la carga microbiana al
interior del sistema de canales radiculares, por lo que también disminuirian la
inflamacion y por tanto habria menor presencia de PMNs y otras células propias
del proceso inflamatorio, disminuyendo asi la liberacibn de moléculas y
mediadores proinflamatorios como lo es la MPO (Shuping, @rstavik et al. 2000; de
Almeida GOMES, Ferraz et al. 2002).

El efecto de la irrigacion de los canales radiculares ha sido ampliamente
estudiado. En la actualidad, el NaOCI constituye el irrigante mas popular en
endodoncia, debido a que es un agente antimicrobiano de amplio espectro efectivo
contra bacterias, bacteriéfagos, virus, esporas y levaduras (Bystrom and Sundqvist
1983). La eficacia antimicrobiana del NaOCI al 5,25% se debe a su alto pH (11 a
12) y a su habilidad para oxidar e hidrolizar proteinas celulares, rompiendo
cadenas peptidicas lo que resulta en la disolucion de proteinas. Ademas es
efectivo en la remocion de restos pulpares contenidos en los canales radiculares y
tiene la capacidad de disolver tejido organico (Pashley, Birdsong et al. 1985;
Heling and Chandler 1998; Izu, Thomas et al. 2004).

Se ha visto en estudios anteriores, que si bien la preparacién mecanica
junto con la irrigacion con NaOCI reducen significativamente la poblacion
microbiana intracanal, la adicion de medicacién como Ca(OH), reduce aun mas la
carga microbiana (Shuping, @rstavik et al. 2000). La utilizacion de pastas como
medicacion intracanal entre sesiones del tratamiento endodontico sigue siendo
tema de discusion, en algunos estudios no se han observado diferencias
significativas entre dientes tratados en una sesidén y dientes tratados en dos
sesiones incluyendo la utilizacion de Ca(OH), como medicacion. Sin embargo, se
ha observado que microorganismos remanentes luego de la instrumentacion e
irrigacion, pueden ser eliminados o prevenida su multiplicacion introduciendo

pastas como el Ca(OH), entre sesiones del tratamiento (Peters and Wesselink
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2002; Sunde, Olsen et al. 2002). No hay reportes de trabajos de investigacion
previos donde se estudien los niveles de MPO en exudado periapical de dientes
con PAA sometidos a terapia endododntica con utilizacion de medicacion entre

sesiones del tratamiento.

A partir de los resultados de este estudio, podriamos sugerir entonces
gue el Ca(OH), podria participar de la reduccion de los niveles MPO en exudado
periapical de dientes con PAA, lo cual tendria algin grado de contribucion en el
proceso de reparacion de los tejidos periapicales. La reparacion es un fenémeno
que se continla con la inflamacién sin un limite preciso, no hay reparacion sin
inflamacion y viceversa (Altare 2010). En un estudio que determiné el efecto de
irrigantes y medicacion intracanal de Ca(OH), en la reparaciéon de tejidos
periapicales en dientes con LPA, se observdé que habia mejor reparacion
histoldgica en los grupos donde se habia utilizado dicha medicacién (Tanomaru
Filho, Leonardo et al. 2002).

Pese a los resultados obtenidos, se requieren nuevos estudios con
mayor numero de pacientes y que permitan determinar si la disminucion de la
MPO se debe a la irrigacion con distintas sustancias, a la preparacion mecanica
de los canales radiculares, a la utilizacion de medicacion intracanal o bien, a la
accion en conjunto de dichos procedimientos. Actualmente existe mucha
controversia sobre la utilidad y justificacién del uso de medicacién intracanal, por
lo tanto seria de gran ayuda para el quehacer endodontico tener nuevos estudios
sobre la efectividad del uso de otras pastas como medicacién o Ca(OH), en otras
presentaciones y medir otros mediadores de inflamacion para complementar el

conocimiento actual.
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CONCLUSIONES

Del presente trabajo de investigacion se pueden concluir los siguientes puntos:

1.

Se puede detectar la presencia de MPO en exudado periapical de dientes

con diagndstico de PAA.

La CPT vy los niveles de MPO en exudado periapical de dientes con PAA
previo a la medicacion intracanal con Ca(OH), son significativamente
mayores con respecto a los niveles detectados posterior a dicha

medicacion.

Se ha visto que MPO tiene un rol importante en la etiopatogenia de la PAA
y que la preparacion quimio-mecanica junto con la medicacion intracanal
con Ca(OH), se asocian con reduccion de CPT y MPO en dientes con
diagndstico de PAA, por lo tanto el Ca(OH), podria ser til en el tratamiento
de la PAA favoreciendo la reparacion de los tejidos periapicales.

El Ca(OH), también podria actuar sobre otras células y mediadores, por lo
tanto se sugiere realizar mas estudios en el futuro que permitan

complementar el conocimiento actual.

Se sugiere complementar el estudio aumentando el tamafio muestral e
identificando por separado las distintas variables que pudieran ejercer algun

efecto en la disminucion de CPT y MPO luego del tratamiento endodéntico.

Mediante el presente estudio se pudo confirmar la hipétesis de que los
niveles de MPO en exudado periapical de dientes con PAA disminuyen
después de la medicacién intracanal con Ca(OH), , sin embargo no esta
claro si la disminucibn se debe al Ca(OH);, a la instrumentacion

biomecanica, a la irrigacion o al conjunto de dichos procedimientos.
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ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION
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Esle comité ha considerado que este proyecio no vuinera la dignidad de los sujetos,
no conslituye una amenaza, nl causa dano emocional i moral a los investigados.

Se ha garantizado &l derecho a la privacidad y al anonimato de los participantes y se
ha definido con ciaridad la cadena de custodia de 13 informacién obienida y las restricciones para
sS4 USO por lerceros.

En consecuencla, el Comitd Etico Cientifico del Servicio de la Facuitad de Odontolegla
de la Universidad de Chile, Aprueba por unanimidad dé sus miembros el estudio:  “Ascciacién
entre 1a respuesta local del hospedero frente a la infeccién endodbntica ¢ inflamacion sistémica de
bajo grado en Periodontitis Apical Asintoméatica. Estudio longitudinal para evaluar los efectos del
tratamiento endodontico conservador”. version 30/07/2011, bajo |a supervision de la Dra. Marcela
Heméndez Rios como Investigador Principal.

Este Comilé so reserva el derecho de moniterear este proyecto si fuera necesario.

/ Prof, Dr. Juan Cortes A
Proakipnle CEC-FOUCH

\J!

¢/C.; Investigador Principal. Y Secretaria C.E.C.




Anexo 2: Formulario de Consentimiento Informado
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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 PERIOUONTITIS APICAL ASINTOMATICA. ESTUDIO
LONGITUDINAL PARA EVALUAR LOS EFECTOS DEL TRATAMIENTO ENDODONTICO
CONSERVADDR"

Versién 1, pacientes 18 afos o mas j

Antecedentes generales: Usted ha sido invitado a participar voluntariamente en un
estudio fitulado “Asociacion entre la respuesta local del hospedero frente a la infeccion
endodéntica e inflamacion sistémica de bajo grado en Perdodontitis Apical Asintomélica,
Estudio longitudinal para evaluar los efeclos del tratamiento endodénlico conservador™,
Eshmfennedsdcompondoawﬂooddndeoﬁgmduﬂalummkmﬁese
produocporcaﬂeenolra!adasygemmmledéndnlmcﬁvaenlosleﬂdosqmrodaen
la raiz del diente. El tratamiento de eslas lesiones es la extraccion del diente afectado o el
tratamiento endodéntico (instrumentacion y desinfeccion del conducto de ia raiz dentaria),
ambos con el cbjelivo de eliminar la Infeccidn y evitar las complicaciones asociadas a esta
enfermedad. En términos generales, el objetiva del presents estudio es caracterizar la
msenc!adehﬂamadaﬂwd.onbsbﬂdosqmrodmeldmls,(apuﬁrdodmtoa
exiraidos y fiuido de la encia) y sislémica, 6s decr en tejidos u drganos distantes al diente
mediante andlfisis de la sangre en esle Glimo caso, como consecuencia de esta
enfermedad y las bacterias que la provocan. Esto permitirg determinar si la presencia de
estas lesiones podria implicar un riesgo en la produccidn de otras enfermedades, tales
como enfermedades cardiovasculares y el efecto del ratamiento endoddntico sobre este
potencial riesgo. Con este fin, se incluirén pacientes con periodontitis aplcal asintomatica
(enfermedad en estudio) y se excluirdn aquellos pacienies que presenten enfermedades
generales y periodonlilis cronica, dado que estas podrian influir sobre los resultados, Este
formulario serd explicado por el investigador y se entregard a los participantes para su
lectura. Elp-tioipanlopodrérwmcddosuﬂowandoloduaoymdalossuan
eliminados a partir de ese momento.

mmm:&wmpadanﬁeacmdlagmﬁcodedmtemmmmw
Asintomdlica y controles sin el groblema dental, ninguno con enfermedades generales.
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conducto, durants el cual se les tomaréin primero muestras de fluido del surco entre encia
y diente usando una fira 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 tratamienio. La
duracién del estudio sera por tanto de un afo en pacientes que se realicen tratamiento
endoddntico, y solo la sesion de toma de mueska yo exiraccidn denlaria en el caso del
resto de los participanies. E/ financiamiento del tratamiento sers responsabilidad del
pacbm.nimﬁaqnbsméﬂslsdemsuas«mhandadosporelmao,aﬁ
como el estudio radiogréfico requerido para éste.

En los pacientes que presenten indicacion de extraccién dentaria, las lesiones
asocladas serdn exfipadas y analizedas. La obtencién de estas muestras en si no
presenta resqos ni coslos adicionales para el paciente y una vez analizadas serén
descartadas.
Bhﬂdammatasydabsobhidosserhmghwemspord
investigador responsable mediante cidigos para su utiizacién exclusiva 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 Informacitn solicitandola al
investigador responsable. Los sujetos participantes pueden retirarse del estudio en
cualquier momento que estimen conveniente, sin peruicic de su tratamiento
odentolégico. En este caso, sdlo se estudiaran fas muestras obtenidas con anteriordad
al retiro del sujelo,

WComovenuasd.puﬁebwmelmsmm.hapmpodrén
acceder a tratamiento endodéntico de costo reducido, esltudio radiografico asociado y
andlisis de perfil lipidico (rlesgo 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: 9761833

e-mail: mhemandeznos@gmail. com
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Investigador responsable: Dra. Marcela Hemdndez Rios: Marcela Hemandez Rios;
Depto, de Patlologia, Facultad de Odonlologia, Universidad de Chile, Fono: 9781808;

email: mhemandezrios@amai.com.

PN o i s i estoy dispuesto a participar
en el proyecto de investigacién. He leido 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 Investigador:..........ccuaemeian AN s ot e erespeseyvamm Sy

Firma del Investigador: .....




Anexo 3: Ficha Clinica
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