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RESUMEN:

Introduccion: La periodontitis apical asintomatica (PAA) corresponde a una
patologia de etiologia polimicrobiana que resulta en la destruccion del periodonto
apical debido a una reaccion inflamatoria cronica. Existe evidencia creciente de
que infecciones cronicas en la cavidad oral pueden producir diseminacion de
productos bacterianos e inflamatorios a la circulacidbn general y activacion del
sistema inmune con posible induccion de efectos sistémicos adversos. El
potencial efecto sistémico asociado a PAA y en especial, a la infeccion
endoddntica por Porphyromonas endodontalis y Porphyromonas gingivalis ain no
ha sido investigado. El objetivo de este estudio fue determinar la respuesta
inmune humoral y endotoxemia en pacientes con PAA en infeccibn endodontica
con Porphyromonas endodontalis y Porphyromonas gingivalis versus pacientes

controles sanos.

Material y métodos: Se incluyeron 17 pacientes con diagnostico de PAA de entre
18 a 34 afios de edad, sin enfermedades o factores de riesgo de ECV y 24
controles sanos. Se tomaron muestras de suero a todos los pacientes del estudio y
muestras de canales radiculares a los individuos con PAA. Se realiz6 identificacion
de aislados de P. endodontalis y P. gingivalis mediante cultivos bacterianos
especificos, PCR y secuenciacion. Se mididé concentracién de endotoxinas en suero
mediante ensayo comercial Limulus Amebocyte Lysate y niveles de anticuerpos IgG
e IgA contra las bacterias anteriormente mencionadas por ensayo ELISA
multiserotipo. Los datos fueron analizados mediante el software stata v12. Se
determind significancia estadistica con un p<0.05.

Resultados: En pacientes con PAA se detecté P. gingivalis en el 11.76% y P.
endodontalis en el 29.4% de las muestras. Se observo un aumento de niveles de
LPS en suero de pacientes con PAA respecto a controles, pero esta diferencia no
fue estadisticamente significativa. Se encontraron diferencias significativas en

niveles de endotoxinas (p=0.002) y anticuerpos IgG (p=0.0047) en pacientes con
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PAA en los que se detectd P. endodontalis versus los que no presentaban la
bacteria.

Conclusiones: Las especies bacterianas P. endodontalis y P. gingivalis fueron
identificadas en canales radiculares de individuos afectados por PAA. En
pacientes con PAA existe una tendencia a presentar niveles séricos mayores de
endotoxinas y anticuerpos IgG e IgA anti P. endodontalis y P. gingivalis versus
individuos sanos, pero sin diferencias estadisticamente significativas. Existen
niveles significativamente mayores de anticuerpos IgG anti P. endodontalis en
pacientes con PAA con infeccién endoddntica por este patdégeno versus pacientes

con PAA en los que no se identifico la bacteria.
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1. MARCO TEORICO

1.1 ENFERMEDADES PERIODONTALES

Las enfermedades periodontales corresponden a una serie de afecciones de
etiologia polimicrobiana que afectan a los tejidos de soporte del diente; hueso
alveolar, ligamento periodontal, cemento y encia (international international
workshop for a classification of periodontal diseases and conditions. Papers. Oak
brook, illinois, october 30-november 2, 1999)Se producen por una reaccion
inmune inflamatoria exacerbada en los tejidos periodontales como respuesta al
cambio en la organizacion de las comunidades bacterianas (Choi and Seymour
2010). El estado de inflamacion cronica por parte del hospedero, provoca la
destruccion de estos tejidos de soporte, lo que eventualmente concluye con la
pérdida del diente, contribuyendo asi al desdentamiento parcial o total (Armitage
2004; Choi and Seymour 2010).

Dentro de las enfermedades que afectan a los tejidos periodontales, la
Periodontitis Apical Asintomética (PAA) y la Periodontitis Marginal, presentan una
alta prevalencia en la poblaciéon adulta. En un meta-analisis del afio 2012, se
describié que la prevalencia de dientes con PAA era muy alta (aproximadamente
un 5% de todos los dientes medidos, con un rango que iba desde el 0.5% a un
13,9%) (Pak et al. 2012). Por otra parte, se ha descrito que la prevalencia de
Periodontitis Marginal en Chile es de un 90.89% en pacientes entre los 35 a 44
afios (Gamonal et al. 1998).

Existe amplia evidencia a nivel mundial que sugiere que las infecciones cronicas
de origen dental pueden ser factores de riesgo de distintas condiciones sistémicas
de alta morbilidad y mortalidad. La inflamacion es el principal componente que liga
la presencia de enfermedades orales con afecciones sistémicas. La presencia de
infecciones cronicas locales puede contribuir a un estado de inflamacién sistémica
de bajo grado, producto de la diseminacion de agentes infecciosos y mediadores
pro-inflamatorios provenientes del ambiente oral (Moutsopoulos and Madianos
2006). Dicho estado inflamatorio permanente, a su vez, juega un importante papel

en el progreso de diversas condiciones de diferente etiologia, como por ejemplo
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enfermedades cardiovasculares (aterosclerosis, infarto) (Hansson 2005), diabetes
y complicaciones asociadas al embarazo (parto prematuro) (Llambés et al. 2015;
Offenbacher 2004).

1.2 ENFERMEDAD PERIODONTAL Y RELACION CON OTRAS
ENFERMEDADES SISTEMICAS

Dada la naturaleza de las enfermedades periodontales como una enfermedad
cronica infecciosa, su contribucion en el desarrollo de inflamacion sistémica de
bajo grado y ciertas enfermedades ha sido el topico de muchas investigaciones.
En este ambito, se ha descrito que pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2
presentan una prevalencia significativamente mayor de PAA que pacientes sanos
(Bender and Bender 2003; Marotta et al. 2012). Por otra parte, también se ha
encontrado una relacién entre PAA y enfermedad coronaria. En un estudio de
Costa (2014), se encontré que pacientes con PAA evidenciada radiograficamente,
presentaban 2.79 veces mas riesgo de desarrollar una enfermedad coronaria. En
otro estudio, esta condicion, junto a la pérdida de dientes y la Periodontitis Crdnica
(PC), también se asoci6 positivamente con la enfermedad coronaria (Pasqualini et
al. 2012). Ademas, en una investigacion en que se asocio PAA con aterosclerosis,
se demostrd que pacientes con al menos una lesidn periapical, tenian un volumen
de carga aterosclerética significativamente mayor que en pacientes sin lesiones
(Petersen et al. 2014).

Por su parte, la PC es una de las infecciones dentales que se ha asociado con
niveles elevados de colesterol LDL y/o triglicéridos y niveles bajos de colesterol
HDL, asi como también a niveles elevados de marcadores de inflamacion
sistémica (Buhlin et al. 2003), los que se relacionan directamente con la

patogénesis de enfermedades cardiovasculares (Cutler et al. 1999).



1.3 PERIODONTITIS APICAL Y MARGINAL

La periodontitis apical (PA) se define, segun la Asociacibn Americana de
Endodoncia, como la inflamacién y destruccion del periodonto apical de origen
pulpar que se asocia con un area radiolucida periapical en ausencia de
sintomatologia clinica (Glickman et al. 2009).

La evidencia actual indica que la PAA presenta un origen infeccioso bacteriano,
en el cual conviven una serie de comunidades bacterianas mixtas en el sistema de
canales radiculares, que finalmente conforman un biofilm fuertemente adherido a
las superficies radiculares (Siqueira and Réc¢as)

La infeccibn de los canales radiculares, esta precedida por la infeccion,
inflamacion y posterior necrosis de la pulpa dental. A su vez, la afectacion de la
pulpa dental, es consecuente a la colonizacién por microflora oral autégena. Dicha
colonizacion se produce cuando existe ruptura de los tejidos duros del diente, ya
sea, por caries dental, procedimientos clinicos o facturas inducidas por trauma
(Nair 2004). Cuando el proceso inflamatorio en la pulpa dental llega al sistema de
canales radiculares, el ambiente endododntico, que presenta en su porcion apical
menor tension de oxigeno y mayor cantidad de proteinas y glicoproteinas (Figdor
and Sundqvist 2007); provee de un habitat selectivo para el establecimiento de
una flora mixta, predominantemente anaerdbica (Rocas et al. 2010).

Esta comunidad polimicrobiana que coloniza los canales radiculares posee
distintas propiedades biolégicas y patogénicas, entre ellas, antigenicidad,
actividad mitogénica, quimiotaxis, histélisis enzimatica y la activacion de las
células inmunes del hospedero. Son finalmente los tejidos del hospedero los que
terminan por producir una serie de respuestas tisulares con el fin de confinar y
limitar el esparcimiento de los elementos infecciosos (Nair 2004). En este proceso
inflamatorio se liberan mediadores, como metaloproteinasas, que degradan los
tejidos periapicales, produciendo la formacién de diferentes tipos histologicos de
lesiones, denominadas comunmente como lesiones periapicales (Bhalla et al.
2014; Rechenberg et al. 2014).
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Por su parte, la PC, es una enfermedad inflamatoria cronica que caracteriza por
un cambio en la organizacion de las comunidades microbianas subgingivales, en
el cual existe una modificacion en la abundancia relativa de ciertas especies
bacterianas respecto a su abundancia en un estado de salud. Dicho fenbmeno es
conocido como disbiosis. Ademas, las comunidades microbianas mixtas pueden
establecer interacciones de competitividad o cooperacion, lo cual favorece el
establecimiento de la enfermedad. De esta manera, las comunidades
polimicrobianas pueden establecer relaciones de sinergismo, definido como el
aumento de la capacidad de las bacterias para colonizar/persistir o aumentar los
sintomas de una enfermedad en presencia de otras bacterias. En este
sinergismo, diferentes miembros o combinaciones especificas de genes cumplen
distintos roles para converger en la formacion y estabilizaciébn de una microbiota
patogena (Hajishengallis and Lamont 2012).

El grupo de bacterias que se ha asociado mas fuertemente a esta enfermedad y
especificamente a su severidad, han sido descritas como el “Complejo rojo”, grupo
en el que se incluyen Porphyromonas (P.) gingivalis, Tannerella (T.) forsythia y
Treponema (T.) denticola (Socransky and Haffajee 2005).

Dicha microbiota mixta interactia con los tejidos del hospedero a través de
distintos factores de virulencia produciendo asi el aumento de mediadores
inflamatorios y metaloproteinasas (Hernandez et al. 2010; Silva et al. 2008), los
gue median la degradacion de colageno y matriz extracelular, asi como la
reabsorcion 6sea. De esta manera es la respuesta inflamatoria permanente del

hospedero la que causa la destruccion de los tejidos de soporte del diente.

Ambas patologias, PAA y PC, presentan similitudes considerables (Segura-Egea
et al. 2012):

1. Ambas son enfermedades crénicas infecciosas de la cavidad oral (Armitage,
2004)

2. En cuanto a su etiopatogenia, ambas condiciones se inician gracias a la
presencia de comunidades polimicrobianas, en la cual prevalecen las bacterias
anaerobias Gram-negativo que presentan complejas interacciones entre si al

establecerse en biofilms (Hajishengallis 2014; Récas et al. 2014).
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3. Ambas condiciones producen niveles elevados de marcadores pro-inflamatorios
locales y sistémicos. A nivel local, se han detectado mediadores inflamatorios en
fluido gingival crevicular de pacientes con enfermedad periodontal (AIRowis et al.
2014) y en tejidos periapicales de dientes afectados endoddnticamente (Caplan et
al. 2006). En un meta-analisis de (Gomes et al. 2013), se establecidé que niveles
séricos de Proteina C-reactiva, Interleuquina (IL)-1, IL-2, IL-6, Inmunoglobulina
(Ig) A, IgG, y IgM se encontraban aumentados en pacientes con PAA respecto a

pacientes sanos.

1.4 ETIOLOGIA PERIODONTITIS APICAL

Se han realizado muchos estudios para establecer cuéles son las bacterias que
componen la compleja comunidad bacteriana que se encuentra en el sistema de
canales radiculares y que inicia la PA. Tradicionalmente, se ha estudiado
mediante técnicas de cultivo bacteriano, y en la actualidad, mediante métodos de
secuenciacion masiva del ARNr 16s (Siqueira et al. 2007). La introduccion de las
técnicas moleculares bioldgicas independientes de cultivo ha aumentado el
conocimiento de la diversidad bacteriana en las infecciones endodonticas
(Sigueira and Récas 2005a; 2005b)

Se ha encontrado una alta prevalencia de bacterias como Olsenella uli (76.5%),
Prevotella baroniae (71%), Porphyromonas (P.) endodontalis (65%),
Fusobacterium nucleatum (53%), Tannarella (T.) forsythia (47%) y Porphyromonas
(P.) gingivalis (36%) ((Rocas et al. 2010; Rogas et al. 2006; Siqueira et al. 2008)
en canales radiculares de dientes afectados con PAA.

En otro estudio, que investigd la presencia de P. gingivalis, P. endodontalis,
Prevotella (P.) Intermedia y Prevotella (P.) nigrescens por método de cultivo y
PCR en dientes con infeccion endoddntica primaria, encontré que P. gingivalis era
muy dificil de aislar mediante cultivo (1%), en cambio se detectd en un 38% de las
muestras al ser analizadas mediante PCR. Para P. endodontalis ocurrio algo
similar, ya que no fue detectada por cultivo pero si por PCR en un 25% de las
muestras. La identificacion por PCR también mostré altos niveles de deteccion
para P. intermedia (33%) y P. nigricens (22%) (Gomes et al. 2005).

Por otra parte, en muestras de abscesos apicales de pacientes brasilefios, se ha
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encontrado prevalencia de Treponema (T.) denticola (73% de los casos), P.
endodontalis (70%) y T. forsythia (57%) (Rocas et al. 2010; Roc¢as et al. 2006). En
otra investigacion, que buscaba la prevalencia de las bacterias componentes del
complejo rojo, se encontré que al menos un miembro del complejo rojo estaba
presente en el 84% de los casos estudiados. T. denticola, P. gingivalis y T.
forsythia fueron detectadas en un 65.6%, 43,7% y 40,6% de los casos,
respectivamente (Ozbek and Ozbek 2010).

Tabla n°1: Prevalencia bacterias en canales apicales en dientes con PAA vy

abscesos apicales

Estudio Especies detectadas Muestras Gen target
y prevalencia (%)

Gomes et al, 2005 P. gingivalis (38%) Canal endodoéntico ADNr 16s
P. intermedia (33%) en infeccién

P. endodontalis (25%) endododntica

P. nigrescens (22%) primaria

Rocas et al, 2006 T. denticola (73%) Absceso apical ARNr 16s
P. endodontalis (7T0%)  Pacientes
T. forsythia (57%) brasilenos

Siqueira et al, 2008 P. gingivalis (36%) Canales PAA ARNr 16s
P. gingivalis (46%) Canales PAS

P gingivalis (67%) Absceso apical
Rocas et al, 2010 0. uli (76,5%) Fragmentos dientes ARNr 16s
P. baroniae (71%) extraidos
F. nucleatum (53%)
P. endodontalis (65%)
T.  forsythia (47%)
Ozbek y Ozbek, 2010 7. denticola (65.6%) Abscesos apicales ARNr 16s
P gingivalis (43.7%)
T. forsythia
(40.6%)
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Dentro de todas estas especies bacterianas, merecen especial atencion las del
género Porphyromonas. Varios estudios han mostrado que P. gingivalis y P.
endodontalis estan presentes y se asocian con el desarrollo de infecciones
endoddnticas sintomaticas y asintomaticas (Baumgartner et al. 2004; Rocas et al.
2010; Siqueira et al. 2008). Es asi como P. gingivalis y P. endodontalis se
encuentran presentes en infecciones endodonticas entre un 36 a un 44% vy 25 a
65% respectivamente (Rocas et al. 2010; Rogas et al. 2006; Siqueira et al. 2008).

P. gingivalis se ha posicionado como un patégeno clave en la progresion y
severidad de diferentes tipos de enfermedades periodontales (Mysak et al. 2014).
Se ha demostrado que esta bacteria puede invadir los tejidos periodontales y
evadir los mecanismos de defensa del hospedero, para lo cual utiliza un pool de
factores de virulencia que causan una desregulacidn de la respuesta inmune

innata e inflamatoria (Bostanci and Belibasakis 2012).

P. gingivalis se adhiere a la superficie de las células del hospedero y
posteriormente se incorpora intracelularmente mediante canales lipidicos en
fagosomas primarios. Ademas activa la autofagia celular para proporcionarse un
nicho donde poder reproducirse mientras suprime la apoptosis celular. Es asi
como la bacteria utiliza proteinas de la célula huésped obtenidas por autofagia
para sobrevivir y replicarse dentro de la misma célula huésped (Bélanger et al.
2006). Por otra parte, también se ha demostrado que induce la produccion de
muchos mediadores inflamatorios, entre los que se encuentran Prostaglandina E-
2 (PG E-2), Interleuquina (IL) -1 y -6 (Garrison and Nichols 1989; Takada et al.
1991). Ademas se ha demostrado que presenta una correlacién positiva con
lipoproteinas pro-aterogénicas (VLDL-IDL) en suero de pacientes con periodontitis

marginal (Kallio et al. 2008).

Por su parte, P. endodontalis se presenta una elevada prevalencia en las
infecciones endododnticas primarias y tendria un rol predominante en el desarrollo
de la enfermedad (Rocas et al. 2010; Robécas et al. 2006).



1.5 FACTORES DE VIRULENCIA DE PATOGENOS ENDODONTICOS

Las bacterias que componen la microbiota endododntica, predominantemente,
bacterias anaerobias Gram-negativo, interactian con el hospedero a través de
distintos factores de virulencia, entre ellos los mas importantes son
lipopolisacéarido (LPS), antigeno K o capsula, gingipainas y fimbria (Botta et al.
1994). Dichos factores de virulencia estan involucrados en el reconocimiento por
parte de las células hospederas, en su internalizacién y en el desencadenamiento
de sefales intracelulares que modulan la respuesta celular (Laheij et al. 2015)

Particularmente, el LPS es un glicolipido que ocupa la mayor parte de la superficie
de las bacterias Gram-negativo. Al ser el mayor constituyente de la superficie
bacteriana, es la primera linea de contacto con las células del hospedero y por lo
tanto corresponde al antigeno mas importante de éstas bacterias (Raetz and
Whitfield 2002).

El LPS esta compuesto de tres dominios estructurales distintos: Antigeno-O, Core
y Lipido A. Lipido A o endotoxina, corresponde al componente mas bioactivo de
LPS. Su estructura difiere ampliamente entre distintas especies bacterianas
Gram-negativo, dependiendo de las diferencias en la composicion de los acidos
grasos, numero de sitios de fosforilacién y de los grupos sustitutos anclados a los

residuos de fosfatos (Dixon and Darveau 2005).

En este contexto, se ha descrito que LPS de P. endodontalis y P. gingivalis junto a
P. intermedia son capaces de producir la estimulacion de IL-8 en cultivos
sanguineos de pacientes con numerosas lesiones endododnticas (Matsushita et al.
1999). Actualmente, no se han establecido las posibles consecuencias sistémicas

de la infeccion por P. endodontalis en pacientes con PAA.

1.6 LPS Y RESPUESTA INMUNE

A pesar de que las infecciones periapicales causan un numero de respuestas

tisulares locales con el proposito de confinar la diseminacion de la infeccion, la
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periodontitis apical no es solamente un fendmeno local. En los ultimos afios, la
hipétesis de que las infecciones de origen dental podrian tener un rol en el
desarrollo de diferentes enfermedades sistémicas, especialmente aterosclerosis,
han sido respaldadas por un nimero creciente de investigaciones (Cotti et al.
2011b; Cotti and Mercuro 2015).

Un estudio epidemioldgico longitudinal realizado en hombres menores de 40 afios
demostré una relacion entre la aparicion de nuevas lesiones de origen
endoddntico y el tiempo desde el diagndstico de enfermedad coronaria, en éste
hubo una prevalencia significativamente mayor de enfermedad coronaria en
pacientes que autorreportaron historia de tratamiento endodéntico en relacion con
aguellos que no reportaron tratamiento (Caplan et al. 2009).

En linea con lo anterior, recientemente se reportd una asociacion entre disfuncion
endotelial temprana, niveles séricos de IL-1, IL-2, IL-6 y dimetilarginina asimétrica
ADMA y PA (Cotti et al. 2011a; Cotti et al. 2011b)

De modo similar, se reporté que los pacientes que habian sufrido enfermedad
coronaria presentaban una mayor prevalencia de PA que controles sanos; asi
también presentaban mayor cantidad de dientes perdidos, caries, restauraciones
en mal estado, tratamientos endodonticos y PC (Pasqualini et al. 2012).
Posteriormente, en un estudio que asocio la presencia de PA y aterosclerosis en
tomografias computarizadas, se encontré que los pacientes con al menos una
lesion apical presentaban una mayor carga aterosclerdtica que pacientes sin
lesiones y también que, a mayor presencia de lesiones apicales, existia mayor
probabilidad de detectar lesiones aterosclerdticas cuantificables y carga

aterosclerotica mayor (Petersen et al. 2014).

En variadas investigaciones se ha propuesto que patdgenos de la cavidad oral y
sus productos (Beck et al. 2000), asi como los mediadores inflamatorios
resultantes de la reaccién inmune-inflamatoria, podrian pasar a través de los
tejidos periodontales inflamados y altamente vascularizados, hacia circulacién
general, causando de esta manera una respuesta a nivel sistémico (Segura-Egea
et al. 2015; van der Waal et al. 2015).
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La presencia de LPS, proveniente de bacterias anaerbébicas Gram-negativo
causantes de PAA, es reconocido por el sistema inmune innato a través del
receptor TLR4 (Toll-like receptor 4) que esta presente en muchos tipos de células
incluyendo macrofagos, neutrofilos y células dendriticas (Aderem and Ulevitch
2000).

La activacion de TLR4 por el Lipido A desencadena la biosintesis de diversas
citoquinas pro-inflamatorias, como TNF-a (Tumor Necrosis Factor), IL 1-8 IL-6, IL-
8 y PG E-2 (Dinarello 1991; Rdcas et al. 2014), colaborando de esta manera con
la respuesta inmune inflamatoria por parte del hospedero. Dichas citoquinas,
pueden ser liberadas en la circulacion sistémica (Doyle et al. 2007), induciendo o

perpetuando asi niveles inflamatorios sistémicos elevados (Caplan et al. 2006).

Por otra parte, la presencia de patdogenos endoddnticos, también induce la
respuesta sistémica humoral del hospedero, a través de la elevacion de los
anticuerpos séricos. Se ha demostrado que en pacientes con periodontitis
rapidamente progresiva, los niveles séricos de anticuerpos IgG e IgA reactivos a
P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans y anticuerpos IgA contra P. intermedia
fueron significativamente mayores respecto a controles sanos (Albandar et al.
2001).

Especificamente en cuanto a la PA, se realiz6 una revision sistemética y meta-
andlisis, para evaluar la relacién entre esta enfermedad y su capacidad para
modificar niveles sistémicos de marcadores de inflamacion. Dicho estudio
concluy6 que existe evidencia que sugiere que la presencia de PA esta asociada
al aumento de niveles elevados de inflamacion sistémica en humanos. El meta-
analisis sugiere especificamente que los niveles de IgA, 1gG e IgM en suero se
encuentran aumentados en individuos con PA al compararlos con controles sanos
(Gomes et al. 2013). Por otra parte, también se ha evidenciado que LPS de
bacterias patdgenas endodoénticas, especialmente P. gingivalis, inducen una
respuesta aumentada de IgG en suero de pacientes con alta cantidad de lesiones
endoddnticas, constatando que de esta forma que esta bacteria es capaz de

inducir una respuesta inmune humoral del hospedero (Matsushita et al. 1999).
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Tomando en consideracion que PAA estd asociada con desordenes muy
parecidos a los que se asocian con PC, la medicina “endoddntica” deberia
desarrollarse en el mismo patrén que la medicina “periodontal”: evaluando la
asociacion entre enfermedades sistémicas y endodonticas (Segura-Egea et al.
2015).

Si bien se ha descrito endotoxemia y aumento de anticuerpos séricos en
pacientes infectados con P. gingivalis en Periodontitis Marginal, no existe
evidencia respecto del potencial efecto sistémico asociado a PAA y en especial, a
la infeccion endododntica por P. endodontalis. Es necesario entonces, estudiar el
rol de la PAA como posible factor de riesgo de otras enfermedades y

particularmente cuando existe infeccibn endodontica por P. endodontalis.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

En sujetos con periodontitis apical asintomética y particularmente con infeccion
por P. endodontalis y P.gingivalis, existen mayores niveles séricos de LPS. Esto
induce la respuesta inmune humoral del hospedero generando niveles mayores
de anticuerpos especificos contra P. endodontalis y P. gingivalis en pacientes con

Periodontitis Apical Asintomatica versus sujetos voluntarios sanos.

3. OBJETIVO GENERAL.

Determinar la respuesta inmune humoral y endotoxemia en pacientes con
periodontitis apical asintomatica en infeccion endodontica con Porphyromonas

endodontalis y Porphyromonas gingivalis versus pacientes controles sanos.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

- Identificar P. endodontalis y P. gingivalis en el biofilm endodontico

de pacientes con PAA
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- Determinar concentracion sérica de endotoxina en pacientes con
PAA y controles.
- Determinar niveles séricos de anticuerpos IgG e IgA contra P.

endodontalis y P. gingivalis en pacientes con PAA y controles.

5. MATERIALES Y METODOS:

5.1 TIPO DE ESTUDIO: Estudio transversal

5.2 SELECCION DE PACIENTES:

Los individuos fueron reclutados entre los pacientes que consultan
espontaneamente en el Servicio de Diagndstico de la Clinica Odontolégica de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Se incluyeron 17 individuos
entre 18 a 34 afos de edad con diagnostico de PAA y 24 voluntarios sanos. La
PAA se defini6 como la presencia de un diente asintomatico con pulpa necroética
(segun test de sensibilidad pulpar) asociado a una zona radiolicida periapical
evidenciada radiograficamente, en la que puede o no haber una alteracion de la
sensibilidad o existir una ligera sensibilidad a la percusion o palpacion (Gutmann
et al. 2009).

Como criterios de exclusiéon se consideraron:

- Pacientes con cualquier enfermedad sistémica. Pacientes hipertensos
(Presion arterial > 89/139 mm Hg)(National High Blood Pressure Education,
2004)

- Pacientes que presenten periodontitis marginal (periodontitis cronica y
periodontitis agresiva), definidos los criterios de exclusion: Pérdida de
insercion clinica (22 mm), aumento de profundidad de sondaje (23 mm) y
sangrado al sondaje en mas del 10% de los sitios de sondeo en el examen

(Dezerega et al. 2012)
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- Pacientes con indicacién de endodoncia por causas distintas de PAA.
- Pacientes con indice de masa corporal > 31,9 Kg/m?).

- Pacientes con tratamiento antibidtico o antiinflamatorio durante los 3 meses

previos al examen clinico.

Todos los protocolos y los procedimientos fueron aprobados por las
directrices del Comité de Etica de la Universidad de Chile y de acuerdo con las
normas éticas de la Declaracion de Helsinki (Dezerega et al. 2012) y todos los

participantes firmaron un consentimiento informado antes de ingresar al estudio.

5.3 POBLACION DE ESTUDIO

Los participantes del estudio fueron evaluados en primera instancia por un
periodoncista, el cual realiz6 un examen periodontal completo, sondeando en
todas las piezas dentarias en 6 sitios (mesiovestibular, vestibular, distobucal,
distolingual, lingual y mesiolingual). Se registré posicion gingival, profundidad del
sondaje y pérdida del nivel de insercion clinica, para valorar la presencia o
ausencia de saco periodontal. Posteriormente, los pacientes fueron evaluados por
un endodoncista quien determiné la presencia de uno o mas dientes con
diagnostico de PAA (casos) o ausencia de PAA (controles) mediante examen
clinico y radiografia periapical total. Los pacientes participaron de dos sesiones de
destartraje supra y sub gingival e instruccion de higiene oral en dos sesiones
consecutivas (1 vez por semana). Los pacientes con diagnéstico de PAA

recibieron tratamiento endododntico correspondiente.

Los antecedentes demograficos, habito tabaquico, factores modificables de
riesgo cardiovascular (presion arterial, habito tabaquico, IMC, colesterol HDL,
colesterol no HDL, hemoglobina glicosilada) se registraron en una ficha clinica

formulada para el estudio (McMahan et al. 2005)

También se controlo la presion sanguinea utilizando esfigmomandmetro

digital RILESTER mod. N° 1725-145 ®, donde pacientes con valores mayores a
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89/139 mm Hg fueron excluidos del estudio.

5.4 OBTENCION DE MUESTRAS
5.4.1 MUESTRAS DE CANALES RADICULARES

La obtencidon de muestras de canales radiculares en pacientes con PAA se realizo
mediante condiciones asépticas estrictas durante el tratamiento endodontico.
Luego de la aislacion del diente con dique de goma, se procedié a eliminar la
placa supragingival con una cureta estéril (Hu-Friedy®). Se realizd desinfeccion
del digue de goma, clamp y alrededores con alcohol desnaturalizado de 70°. Las
restauraciones y/o caries fueron removidas con fresas estériles de alta y baja
velocidad. Luego de completar el acceso endoddntico y la desinfeccién de la
camara pulpar con hipoclorito de sodio al 5%, se posicionaron tres conos de
papel estériles puestos consecutivamente en el canal a aproximadamente 1 mm
del apice, basado en las radiografias diagndsticas con el fin de absorber los
fluidos del canal. En el caso de canales radiculares secos, se introdujo una
pequefia cantidad de solucidén salina estéril. Los conos de papel estériles fueron
transferidos asépticamente en tubos contenedores de 500 pl de liquido de
transporte reducido (RTF) (Siqueira et al. 2007).

5.4.2 MUESTRAS DE SUERO

En pacientes con PAA y voluntarios sanos se obtuvieron muestras de sangre por
puncion de la vena ante-cubital por personal paramédico calificado, se realizé
analisis de HbG vy perfil lipidico en laboratorio clinico del Hospital de la Universidad
de Chile y posteriormente se extrajo el suero para la realizacion de los ensayos

correspondientes.
6. IDENTIFICACION DE AISLADOS P. ENDODONTALIS Y P. GINGIVALIS

La presencia de P. endodontalis y P. gingivalis en el biofilm endoddntico se
identificO mediante PCR, cultivos bacterianos especificos y caracterizacion

lipidica.
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Los aislados de P. endodontalis y P. gingivalis
fueron obtenidos de muestras dispersadas por mezcla, las que posteriormente
fueron puestas en placas suplementadas con 5 mg/mL de agar sangre hemin-
menadiona, las que fueron cultivadas de forma anaerobica a 37°C por 7 a 14 dias.
Se tomaron ocho colonias por cada muestra y se confirmé la presencia por

amplificacion del gen ARNr 16s mediante PCR y secuenciacion.

7. NIVELES DE ENDOTOXINAS EN SUERO

La concentracion total de LPS o endotoxinas en suero se midié6 mediante ensayo
comercial Limulus Amebocyte Lysate®, segun indicaciones del fabricante, en
muestras de suero diluidas 1:4 vol/vol en agua libre de endotoxinas (HyCult
biotechnology b.v.). Dicho ensayo se basa en la activacion de una proenzima
sensible a la presencia y concentracidon de endotoxina. La enzima activada, a su
vez, cataliza la division del substrato cromogénico del ensayo, el que puede ser
medido espectrofotométricamente. (HyCult biotechnology b.v.). Dado que la
absorbancia de las muestras esta en directa relacion con la cantidad de
endotoxinas, la concentracion total de endotoxinas se calcula mediante una curva

estandar.

8. NIVELES DE ANTICUERPOS IgG E IgA EN SUERO

Los niveles de anticuerpos IgG e IgA anti P. endodontalis y P. gingivalis se
determinaron desde suero congelado (-20°C) por ensayo de ELISA multiserotipo
segun se ha descrito en estudios previos (Pussinen et al. 2002). Dicho ensayo se
basa en la detecciébn de un antigeno especifico de la bacteria por un anticuerpo
enlazado a una enzima, capaz de generar un producto detectable como cambio de
color, que se puede medir mediante espectrofotometria. En este caso los antigenos
utilizados comprenden una mezcla de cepas, representando tres serotipos para P.
gingivalis ATCC 33277 (serotipo a), W50 (serotipo b) y OMGS 434 (serotipo c) y
un serotipo ATCC 35406 para P. endodontalis.
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9. ANALISIS ESTADISTICO

Las diferencias entre grupos con PAA y controles se evaluaron con test t no
pareado y Mann-Whitney para el andlisis bivariado, y regresion lineal multiple. Los
datos fueron analizados mediante el software Stata v12. Se determind

significancia estadistica con un p<0.05.

10. RESULTADOS

Caracteristicas demogréaficas y clinicas de los grupos de estudio

Se incluyeron 17 pacientes con diagndstico de PAA y 24 individuos sanos.
En la tabla n°2 se observan las caracteristicas demograficas y clinicas de los
grupos al inicio del estudio. En el grupo de individuos controles la edad promedio
fue de 25.17£3.19 y para los pacientes con PAA 25.69+4.14.
La distribucién por género fue de un 45.8% de mujeres para el grupo de controles
y 35.2% para el grupo con PAA.
No hubo variacion estadisticamente significativa entre los grupos de estudio en
ninguna de las caracteristicas demograficas (edad, género, nivel educacional). Se
observd una diferencia estadisticamente significativa en la presencia de habito
tabaquico entre los pacientes controles versus pacientes con PAA (p=0.027). No
se observaron diferencias estadisticamente significativas en los demas factores
clasicos de riesgo cardiovascular modificables como: presién arterial, indice de
masa corporal (IMC); colesterol de alta densidad (C. HDL), colesterol de baja
densidad (C. LDL) triglicéridos y hemoglobina glicosilada (HbG) entre los grupos
de estudio. (Tabla N° 2)
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Tabla n°2: Factores de riesgo cardiovasculares en pacientes con PAA y controles

Variable Controles (n=24) PAA (n=17) P

Edad (anos) 25.17+3.19 25.69+4 .14 0.33
Género (% mujeres) 11 (45.8%) 6 (35.2%) 0.41
Nivel educacional 3 3 0.07
Tabaquismo (% fumadores) 11 (45.8%) 2 (11.76%) 0.027*
P. Diastolica (mm Hg) 72.26+10.08 74.38+8.75 0.25

P. Sistolica (mm Hg) 124 17+£13.49 120.94+8 .11 0.8

IMC 24.28+2.99 25.5:3.59 0.12
COPD 9(1) 9(3) 0.18
C. total (mg/dL) 167.4+34.77 175.38425.82 | 0.22
C.HDL(mg/dL) 60.59+20.03 54.13£16.93  0.85
C. LDL (mg/dL) 87.9+25.37 99.59+24.07  0.08
Triglicéridos(mg/dL) 81.5(78) 86.5(48) 0.75
HBg(%) 5.14+0.167 5.18+0.29 0.29

Datos expresados como promedios * desviaciébn estandar o mediana (rango intercuartil);
con excepcién de género, nivel educacional y tabaquismo que fueron expresados como frecuencias
absolutas (%). n = nimero de individuos; IMC: indice de masa corporal; COPD: Niumero de dientes
cariados, obturados y glicosilada. *p<0.05.

perdidos; HBg: Hemoglobina

Deteccion de P. gingivalis y P. endodontalis en canales radiculares de

pacientes con PAA

La deteccion de especies bacterianas P. gingivalis y P. endodontalis en canales
radiculares de pacientes con PAA se muestra en la tabla n°3. En ella se evidencia
la deteccion de P. gingivalis en 2 muestras (11.76%) y P. endodontalis en 5

muestras (29.4%) de un total de 17 casos con PAA
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Tabla n°3: Frecuencias de deteccion de P. gingivalis y P. endodontalis en canales

radiculares de pacientes con PAA

Variable Deteccion en casos con PAA (n=17)
P. gingivalis 2(11.7%)
P. endodontalis 5 (29.4%)

Datos expresados como frecuencias absolutas (porcentajes)

Niveles de endotoxinas y anticuerpos IgG e IgA contra P. endodontalis y P.

gingivalis en suero pacientes PAA y controles

Los niveles totales de LPS (EU/mI) o endotoxinas y anticuerpos IgG e IgA contra
P. endodontalis y P. gingivalis en suero de pacientes con y sin PAA
se presentan en la tabla n°4. Se observé un aumento de niveles de LPS en suero
de pacientes con PAA respecto a controles, pero esta diferencia no fue
estadisticamente significativa.
Se observaron niveles mayores de anticuerpos IgG e IgA contra las bacterias
estudiadas en pacientes con PAA, pero no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos de estudio.

Tabla n° 4: Niveles de endotoxinas y anticuerpos IgG e IgA contra P. endodontalis

y P gingivalis en suero de pacientes controles 'y PAA

Variable Controles (n=24) PAA (n=17) P

LPS (Eu/ml) 2.02(0.89) 2.14(1.62) 0.57
IgA P. endodontalis (EU) 1.16(1.05) 1.45(2.18) 0.61
lgG P. endodontalis (EU) 4.19+2.2 423+23 0.48
IgA P. gingivalis (EV) 3.17(3.89) 3.38(3.75) 0.75
IgG P. gingivalis (EU) 7.07+£3.33 7.69+3.01 0.27

Datos expresados como promedios * desviacion estdndar o mediana (rango intercuartil);

n = nimero de individuos; Ig: Inmunoglobulina; EU:Unidades estandar
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Niveles de endotoxinas y anticuerpos séricos en pacientes con PAA segun
deteccidon de P. endodontalis en canales radiculares de pacientes con PAA

Los niveles de LPS y anticuerpos séricos en pacientes con PAA segun deteccion
de P. endodontalis en canales radiculares
se presentan en la tabla n°5. Los pacientes en los que no se detectdé P.
endodontalis presentaron significativamente mayores niveles totales de
endotoxina (EU/mI) en suero versus pacientes en los que si se detecto la bacteria
(p=0.002).

Ademas se encontraron niveles significativamente mayores de anticuerpos IgG

contra P. endodontalis en suero de pacientes que presentaban la bacteria

(5.69+1.43) versus los que no la presentaban (3.53+2.46) (p 0,047).

Tabla n°5: Niveles de LPS y anticuerpos IgG e IgA en pacientes con PAA segun

deteccion de P. endodontalis en canales
radiculares
Variable Pe ausente (n=12) Pe presente (n=95) p
LPS (EU/mlI) 6.69(18.17) 1.87(0.23) 0.002*
Pe IgA (EU) 1.31(1.32) 3.08(1.63) 0.61
Pe IgG (EU) 3.53+2 46 5.69+1.43 0.047*

Datos expresados como promedios + desviacion estandar o mediana (rango intercuartil)
EU: Unidades estandar; Pe: Porphyromonas endodontalis; Pg: Porphyromonas gingivalis; Ig:

Inmunoglobulina; n: nimero de individuos

11. DISCUSION

La inflamacion sistémica juega un rol importante en el desarrollo de diferentes
enfermedades, como las enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus y
parto prematuro al nacer (Segura-Egea et al. 2012; van der Waal et al. 2015). La
relacion entre infecciones de origen endoddntico e inflamacion sistémica es

biologicamente factible, considerando que la enfermedad se inicia por un
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desbalance en la microbiota presente en los canales radiculares, que se inclina
por el sobrecrecimiento de bacterias anaerobias Gram-negativo (Rocas et al.
2010). Dichas bacterias presentan un glicolipido unico en su superficie, conocido
como endotoxina o LPS, que es un potente activador del sistema inmune innato,
pues produce la estimulacion de la proteina de superficie TLR4 (Toll-like receptor
4) en diferentes tipos de células, tales como macrofagos, neutrofilos y células
dendriticas (Aderem and Ulevitch 2000), determinando la liberacion de
mediadores pro-inflamatorios a nivel local y sistémico en un proceso conocido
como endotoxemia (Doyle et al. 2007). La endotoxemia, por su parte induce o
perpetda los niveles inflamatorios sistémicos elevados, los cuales se asocian al

desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Caplan et al. 2006).

En el presente estudio, se hipotetizé que pacientes con PAA, particularmente
infectados con P. endodontalis y P. gingivalis, tendrian mayores niveles de
endotoxemia y en consecuencia se induciria la respuesta inmune humoral del
hospedero, determinando asi una mayor la produccion de anticuerpos IgG e IgA
contra P. endodontalis y P. gingivalis en suero.
Se encontré que no hubo diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
niveles de LPS y anticuerpos séricos entre pacientes con y sin PAA, pero si hubo
diferencias en niveles de LPS y anticuerpo IgG anti P. endodontalis en pacientes

con PAA con infeccion endodontica por P. endodontalis

Para determinar la presencia de las bacterias estudiadas en canales radiculares
de pacientes con PAA se realizaron cultivos bacterianos especificos y se confirmé
la presencia de las especies estudiadas por amplificacion del gen ARNr 16s
mediante PCR y secuenciacion. En pacientes con PAA, se detectaron ambas
bacterias de estudio en canales radiculares, en donde P. endodontalis fue
detectada en el 29.4% y P. gingivalis en el 11.7% de los casos. Si bien se pudo
confirmar la presencia de ambas bacterias en la microbiota intracanal, la
frecuencia de deteccién fue menor de la esperada. En estudios similares, en
donde se tomaron también muestras de canales radiculares en pacientes con

PAA, P. endodontalis se habia aislado en el 25% a 70% de los casos y P.
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gingivalis en un 38% y 36% (Gomes et al. 2005; Rocas et al. 2010; Siqueira et al.
2008). Para PAA, la prevalencia de P. gingivalis alcanz6 el 46%, mientras que en
otros estudios realizados en abcesos apicales, la frecuencia de deteccion de las
bacterias fue de un 70% para P. endodontalis y de un 43.7% a 67% para P.
gingivalis (Ozbek and Ozbek 2010; Rbécas et al. 2006; Siqueira et al. 2008).

La endotoxemia puede ser determinada directamente por la concentracion de LPS
en suero o por meétodos indirectos determinantes de endotoxemia, como
concentraciones elevadas de proteina de unién de LPS (LBP), CD14 soluble y
anticuerpos contra LPS de bacterias especificas (Pussinen et al. 2007). .
Para la determinacién de la endotoxemia se utilizO un ensayo que mide la
concentracion total de endotoxinas en suero (LAL) y para comprobar la respuesta
inmune humoral de los participantes se determinaron los niveles de anticuerpos
IgG e IgA en suero frente a la exposicion de P. endodontalis y P. gingivalis.
Aunque en los resultados del estudio no se encontré una asociacion entre niveles
de endotoxemia o de anticuerpos IgG e IgA contra P. endodontalis y P. gingivalis y
PAA, si se observd que los pacientes con PAA tendian a presentar niveles
mayores, pero sin diferencias estadisticamente significativas. Estos resultados son
contradictorios con los de otro estudio similar, en el que se investigo la respuesta
inmunolégica de pacientes con diferentes niUmeros de lesiones apicales frente a
LPS de P. gingivalis, P. intermedia, P. endodontalis y F. nucleatum; en este
estudio la inclusion se realiz6 por la presencia de Periodontitis Apical evidenciada
radiograficamente, pero no se especificé el método de diagndstico clinico. Se
encontré que existian niveles mayores de IgG contra P. gingivalis para el grupo de
pacientes con numerosas lesiones apicales, versus pacientes con pocas 0
ninguna lesion (Matsushita et al. 1999). Ademas, en un metaanalisis reciente se
reportaron significativamente mayores niveles de IgA, IgG, y IgM inespecificas en
pacientes con PA respecto a pacientes sanos, con la diferencia que este estudio
incluyé todos los tipos de periodontitis apical, y no solamente la del tipo

asintomatica (Gomes et al. 2013).

Nuestros resultados podrian explicarse sobre la base de que la respuesta inmune
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humoral es especifica, y por tanto no estaria asociada necesariamente a la
presencia o no de la enfermedad, sino a la presencia de los patégenos
especificos. Es por esto que, en el presente estudio analizamos endotoxemia y
niveles de anticuerpos especificos anti P. endodontalis en los pacientes sobre la
base de la deteccién de P. endodontalis en los canales radiculares de los dientes
con PAA. En este analisis si se encontraron diferencias significativas en los
niveles de endotoxemia y anticuerpos IgG contra P. endodontalis.
En cuanto a los niveles de endotoxinas, controversialmente se encontraron niveles
menores en pacientes que presentaron infeccion por P. endodontalis versus
pacientes que no presentaban la bacteria. Esto se deberia, en parte, a que en
ausencia de un método de determinacion especifico de concentraciones séricas
de LPS derivado de los patdogenos endodonticos en cuestidn, se utiliza
comunmente el ensayo inespecifico de Limulus amebocyte lysate (LAL), el cual
mide las concentraciones totales y por lo tanto, es sensible a endotoxinas que
derivan de diferentes especies de bacterias Gram-negativo en todo el organismo,
y no solo de los patdgenos endodonticos. Por esta razén, los resultados son
dificles de interpretar, considerando que los niveles de endotoxemia
corresponden a la sumatoria de todas las endotoxinas que se encuentran en
circulacién y que pueden provenir de otras bacterias anaerobias Gram-negativo
como Chlamydia pneumoniae, Escherichia Coli y Helicobacter pylori, causantes de
otras infecciones cronicas.
Respecto de los niveles de anticuerpos anti P. endodontalis en suero de
pacientes con PAA, se encontrO0 niveles significativamente mayores de
anticuerpos IgG (EU) (5.69+1.43) en pacientes infectados por P. endodontalis
versus aquellos pacientes en los que no se detectd (3.53+2.46) (p=0.047). En
linea con nuestros resultados, en otro estudio se determind la presencia de dos
bacterias periodontopatdgenas en saliva, A. Actinomycetemcomitans y P.
gingivalis, en pacientes con y sin periodontitis marginal y se asocid con niveles de
anticuerpos especificos IgG e IgA en suero contra estas bacterias. En dicho
estudio se demostro que los niveles de anticuerpos IgG e IgA se asociaron
significativamente con la presencia de los patdgenos correspondientes; en

cambio, s6lo se encontré6 una débil asociacidon con respecto a la presencia o
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namero de dientes con periodontitis (Pussinen et al. 2011). Por lo tanto, para
ambos estudios el mayor determinante de la respuesta inmune humoral fue la
presencia de las bacterias patdgenas especificas en la cavidad oral (ya sea en
saliva o0 en los canales radiculares) y no necesariamente la presencia o ausencia
de la enfermedad (PC o] PAA).
Dentro de las fortalezas de este estudio se pueden mencionar que los
participantes de ambos grupos de estudio presentaban caracteristicas clinicas y
sociodemograficas similares al inicio del mismo. Dentro de los factores de riesgo
cardiovascular clasico, el habito tabaquico fue el Unico parametro que no tuvo
distribucion homogénea entre los grupos de estudio; sin embargo fue mayor en el
grupo control.

Dentro de las limitaciones del estudio se encuentran el limitado tamafio de la
muestra, que se debe principalmente a los criterios de inclusion y exclusion, con el
objetivo de controlar potenciales confundentes. Entre ellos se cuentan la ausencia
de enfermedades sistémicas de alta prevalencia, como hipertension arterial y
diabetes, las cuales presentan una prevalencia de un 13% y 3,8% en la poblacién
chilena respectivamente, para el grupo comprendido entre los 25 a 44 afios de
edad. Por otra parte también fueron excluidos pacientes con factores de riesgo
cardiovascular como sobrepeso, el cual en nuestro pais presenta una altisima
prevalencia, pues afecta al 67,4% de la poblacién entre 25 y 44 afios de edad
(Ministerio de salud. Encuesta nacional de salud 2009-2010) y la presencia de

periodontitis marginales (Gamonal et al. 1998).

Si bien los resultados de este estudio no reflejaron una diferencia significativa en
los niveles de endotoxemia y respuesta inmune humoral entre pacientes con PAA
y con controles sanos, existié una tendencia de los pacientes con PAA a presentar
niveles mayores. Por tanto, no podemos descartar que estos parametros varien
en individuos con PAA.
Por otra parte, a pesar de la baja frecuencia de deteccién de P. endodontalis en
pacientes con PAA (n=5), se encontraron niveles significativamente mayores de
IgG anti P. endodontalis en los pacientes infectados, lo que sugiere este patdgeno

es capaz de inducir una respuesta inmune humoral. De este modo, la respuesta
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inflamatoria sistémica y eventualmente el cardiovascular asociado a PAA (Segura-
Egea et al. 2015), podria explicarse mas bien por la presencia de patdégenos

especificos con mayor virulencia y no a mera presencia de la enfermedad.

12. CONCLUSIONES:

1. Las especies bacterianas P. endodontalis y P. gingivalis fueron
identificadas en canales radiculares de individuos afectados por
PAA.

2. En pacientes con PAA existe una tendencia a presentar niveles
séricos mayores de endotoxinas y anticuerpos IgG e IgA antiP.
endodontalis y P. gingivalis versus individuos sanos, pero sin

diferencias estadisticamente significativas.

3. Existen niveles significativamente mayores de anticuerpos IgG anti
P. endodontalis en pacientes con PAA con infeccion endoddntica por
este patégeno versus pacientes con PAA en los que no se identifico

la bacteria.
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ANEXOS Y APENDICES:

ANEXO 1
Ed. 30/07/201) '.'
FORMULARIO CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTES ADULTOS
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Depto. de Patologia, Facultad de Odontologla, Universidad de Chile. Fono: 8781808,

email: mhemandezrios@gmail.com.
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en el proyecto de . He y preg
acerca del estudio han sido respondidas satisfactoriamente. Al firmar esta copla,
Indico que tengo un entendimiento claro del proyecto:

Ante cualquier duda puedo preguntar al Comié de Etica de la Facultad de
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Al sujeto de investigacién he entregado Informacién sobre el estudio, y en mi
opinién esta informacién es precisa y suficiente para que el sujeto entienda
wnmmbmmm,losﬁsgmybu\eﬂdusdam,ybsm
que tiene en tanto sujeto de Investigacién. No ha existido coercién ni ha actuado
bajo influencia aiguna,

He sido testigo que &l sujeto firmé el documento:
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ANEXO 2

ANNEX 1. CLINICAL RECORD

Name Date 1D number

Gender Female o Make o

Age () (]

Educational level  Basica Bisica complena Meodia completa & Superior
incompleta completa
(<8z)u a

Systemic discases Current © Former 0 Specity

Medical treatment last 6 months Yes © No o

Periodontitis Yes o No o Gingivitis Yes o No o

Current smoker Yso  Noco

Noa-HDL cholesierol (mg/dL.)

HDL-cholesteral (mg/dl.)

Blood pressure (mm/Hg)

Obesity (BMI) (kg/m’)

Hyperglycemin (glucohemoglobin %)

N" of teeth with AAP N* of teeth with dentinal caries | |

Tooth number Rx lesson size (mm)  vertical horizontal

Vimlometry Positive o Nogative © Percussion  Yes o No o

Control after treatment (1 week) Date | |

Asympiomatic Yes o No o

Rx filling Adequate Inadequare

Control after trestment (| month) ' Date | ]

Asymptomatic Yes ol No o

Cuntrol afler treatment 3 months Dlr] |

Asymptomatic Yes o No o

Lesion size (mm) Vertical Horizontal

Control after treatment 6 months Date

Asymplomatic Yes 0 No o

Lesion size (mm) Vertical Horizontal

Control afler treatment 12 months Date

Asymptomatic Yes o No o

Lesion size (mm) Vertical Hortzomsta)
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